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GENI IN RAK - NEKATERE ETIČNE DILEME
JoŽe Tľontelj
Klinični centeľ Lj ublj ana
Povzetek
Razvoj znanosti na področju reproduktivne medicine in cloveške genetike je
omogočil ravnanja, ki utegnejo imeti daljnoseŽne posledice za posameznika,
njegovo potomstvo in človeŠko druŽbo. Poleg pomembnih koristi pa novo
znanje odpira tudi teŽavna etična vprašanja. Med temi so stigmatizacija in
diskriminacija na račun genetske dediščine, zloraba genetskih podatkov pri
zaposlovanju in v zavarovalništvu, genetsko presejanje, ki mu sledijo
evgenični ukrepi, komercialna ponudba genetskega testiranja brez ustrezne-
ga svetovanja, vprašanja o ravnanju z arhiviranimi biološkimi vzorci. Prispevek
se nekoliko podrobneje dotika dveh področij: predvsaditvenih in predrojstnih
genskih preiskav ter prokreacije "terapevtskih" otrok za namene zdravljenja
hudo bolnih otrok. Predvsaditvena in predrojstna diagnostika sta povezani z
izločitvijo zarodkov, pogosto tudi zdravih, ki je lahko podobna nekdanji
evgeniki. Pridobivanje "terapevtskih" otrok pa pomeni instrumentalizacijo
človeŠkega Življenja; nadaljnja usoda teh otrok je lahko vprašljiva.
Vse, kar biologija in medicina na področju človeške genetike danes zmoreta,
ni in ne more biti sprejeto. Nekateri etični in zakonski standardi na področju
človeške genetike Že obstajajo, druge pričakujemo. Pomembno je' da jih
dobimo ob pravem času - pozna uvedba le steŽka spremeni Že uveljavljeno
prakso. Enako pomembno je tudi prizadevanje za čim večje mednarodno
soglasje vsaj v najbolj načelnih vprašanjih.
Uvod
Znanost vse bolj odstira tudi dednost, prirojeno sposobnost Živih bitij' da
ohranjajo istovetnost vrste, ob hkratnem zagotavljanju raznolike, a edinstvene
in neponovljive identitete posameznega bitja. Prav ta variabilnost posamez-
nikov je eden od pogojev za razvoi novih dednih sposobnosti v tekmi za
obstanek in s tem tudi za razvoj vrst. /sŕoyeŕnosĹ raznolĺkost in edinstvenost
imajo v etiki status pomembnih vrednot. Clovek je te vrednote po eni strani
spoštoval, po drugi pa tudi vedno izpodkopaval, na primer tako, da je z
zavestno, včasih tudi nenamerno izbiro vplival na dedne lastnosti populacij
rastlin in Živali, pa tudi lastne vrste. Znanost mu je omogočila vse globlje
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razumevanje Zapletenih mehanizmov, V roke pa mU je dala tudi močna orodja
in načine za posege vanje' ob tem je razumljivo, da so se z vse večjo ostrino
začela pojavljati stara in tudi nova etĺčna vprašanja' Napovedi usodnih
posledic, ki jih utegnejo imeti taki posegi za posameznika in za njegovo
potomstvo, pa tudi za človeško druŽbo nasploh, so javnost zgrozile' Tako je
prav na tem področju prišlo do etičnih razprav, konvencij in zakonov, ki so
prvič v zgodovĺni znanosti prehiteli znanost sámo, v tem, da so poskusili ure-
jati ali prcpovedati ravnanja, ki niti teoretično Še nĺso bila ali celo še danes niso
moŽna. Taka je na primer prepoved kloniranja človeških bitij ali spreminjanja
genoma človeških kličnih celic z namenom' da bi povzročili dedne spremem-
be potomcev.
Kje so etična vpľašanja
Novo znanje, Še bolj pa uporaba novih orodij na ljudeh prinašata dobrodošle
koristi, odpirata pa tudi pomembna etična vprašanja. Med njimi so vsaj kratke
omembe vredna na primer naslednja:
. Dedne pomanjkljivosti še vedno lahko stigmatizirĄo in so lahko povod za
diskriminacijo. Zlasti v nekaterih kulturah je genetska bolezen ali prizadetost
v rodbini povezana s občutji sramu in krivde. Posebnost genetskega podat-
ka je, da ni le zasebna stvar njegovega nosilca, ampak je obenem tudi skup-
na stvar rodbine. ob tem pa so različni pogledi na pacientovo dolŽnost, da
razkrije svojo genetsko napako ostalim članom rodbine, za katere bi utegnil
biti podatek o moŽnosti njihove ĺastne prizadetosti pomemben.
. Med sposobnostjo medicine diagnosticirati gensko napako in njeno
moŽnostjo, da stori nekaj terapevtsko ali profilaktično učinkovitega, zeva
vse širša vrzel. Pacienta večkrat obremenimo s slabo novico, ne da bi mu
lahko bistveno pomagali. Nekateri etiki svarijo: moderni trendi resda stavijo
na iskrenost ĺn odprtost, na zrelost ljudi in njihovo pravico, da so o vsem
obveščeni. A iskrenost in odprtost sta lahko vprašljivi, kadar pacientu ni
mogoče pomagati. Genetsko testiranje mladoletnih oseb za bolezni
poznejšega nastanka po stališču Usmerjevalnega odbora za bioetĺko Sveta
Evrope pred polnoletnostjo ni dovoljeno, če za bolezen ni na razpolago niti
učinkovita preventiva ne terapija.
r Pri večini dedno pogojenih bolezni gre za posledico skupnega delovanja
gena ali več genov z dejavniki okolja. Napoved prihodnje bolezni kakor tudi
profilaksa sta zgolj po ugotovitvi enega gena negotovi, s tem pa je negoto-
vo tudi razmerje med stroškom (v Širšem smislu, predvsem za bolnika) in
učinkom. Etičnost proÍilaktĺčnih posegov je tedaj teŽko ocenljiva.
r Ponudbi predvsaditvene ali predrojstne genske diagnoze sta povezani z
uničenjem neuporabljenih zarodkov oziroma s splavom kot opcijo v pr|meru
genske napake - to pa je za mnoge etično teŽko sprejemljivo.
o Arhivi bioptičnih Vzorcev vsebujejo bogastvo potencialnega novega znanja'
Njihova uporaba pa ni povsem neproblematična. Eno od vprašanj je, ali si je
treba pridobiti privolitev oseb, od katerih izvirĄo. odgovor ni vedno enak.
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O Farmakogenomika odpira nove moŽnosti individualno ukrojene terapije. A
celo farmakogenomika ni brez etičnih vprašanj (problemi zaupnosti osebnih
genetskih podakov, moŽnost diskriminacije uporabe, ki si jo bodo lahko
privoščili veliki proizvajalci zdravil).
o otroci "rešitelji'': ali so moralno neoporečen pojav ali pomenijo nevarno
zlorabo? o tem več v nadaljevanju.
. Genetsko presejanje: kako doseči ravnoteŽje med paternalističnim načelom
dolŽne skrbi na eni strani in osebno svobodo ter avtonomnostjo posamezni-
ka na drugi. DrŽavni programi izkoreninjanja dednih bolezni so po današnjih
gledanjih etično vprašljivi ali celo nesprejemljivi.
. Neposredna komercialna ponudba genetskih testov uporabnikom je etično
sporna. Testiranje brez genetskega svetovanja ni primerno. oviedska kon-
vencija in protokol o človeški genetiki V osnutku ga celo zahtevata Že pred
odločitvijo za test; v primeru pomembnih posledic, zlasti za druge člane
rodbine in za načrtovanje druŽine pa je treba svetovanje zagotoviti tudi po
opravljenem testu, da bi pacientu pomagali primerno se odzvati na rezultate
testa. Pri tem se je treba posebej ozirati na psihološko stanje in socialni
poloŽaj prizadete osebe. Pred odločitvijo za testiranje so potrebna dovolj
izčrpna pojasnila o namenu' naravi in nevarnostih posega ter o njegovih
posledicah, tudi za morebitne odločitve o rojstvu otrok, o pomenu za druge
rodbinske člane. Pojasnila moralo biti podana na razumljiv in nesugestiven
način.
Kaj lahko stori medicina danes na podlagi novega genetskega znania - in kaj
od tega je lahko etično sporno? V tem prispevku se lahko dotaknem le enega
ali dveh od teh vprašanj. Na našem srečanju bo tekla beseda o rakih, ki sodi-
jo v skupino z močno gensko etiološko komponento, kar tudi polje etične
razprav e nekoliko zoŽi.
o pľedvsaditveni in pľedrojstnĺ genski diagnostĺki
Junija 2001 je veliko pozornosti zbudilo poročilo iz Chicaga, da so zdravniki iz
tamkajšnjega lnštituta za reproduktivno genetiko pomagali preprečiti prenos
na potomstvo gen za Li-Fraumenijev sindrom, dedno nagnjenost k več vrstam
raka zaradi mutacije gena P53. Zdrav otrok se je rodil po zunajtelesnem
spočetju, izbran s pomočjo predvsaditvene (predimplantacijske) genske diag-
noze izmed 18 zarodkov in vitro. Enajst zarodkov je nosilo gen z napako, ki so
ga dobili od očeta, 7 ga ni imelo. Dva so vnesli v maternico, en otrok se je
rodil. Poročilo ne omenja, kaj se je zgodilo z ostalimi 16 zarodki. Poleg
navdušenja je poročilo zbudilo tudi etične dvome in vprašanje: ali ne gre za
evgeniko nove vrste? Kritiki so spomnili: evgenika v ZDA ni nekaj prvič videne-
ga. Evgenične sterilizacije duševno manj razvitih so bile v ZDA znane od
začetka prejšnjega stoletja: leta 1907 je bilo primerov te Vrste 3000, leta 1937
pa Že več kot 21.000. Zdaj imamo nov način preprečevanja rojstev otrok, ki si
jih druŽina in druŽba ne Želita. 
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Predvsaditena genska diagnostika nekaterim ni sprejemljiva. Danes nimamo
soglasja o moralnem statusu človeškega zarodka. Nekaterim je zlasti zarodek
in vitro le potencialno človeško bitje, s katerim je mogoče svobodo razpolagati
kot s koŠčkom človeškega tkiva. Drugi mu priznavajo dostojanstvo in pravico
do Življenja, enako kot jo ima Že rojen otrok. Tem seveda ni sprejemljivo dejst-
vo, da je v postopku treba Žrtvovati ne samo Življenja zarodkov z gensko
napako, ampak tudi Življenja neprizadetih nadštevilnih zarodkov. Potem
pogosto tudi ni absolutnc gotovosti, da bo mutirani gen res povzľočil bolezelr,
in če jo bo, kako huda bo.
Pred meseci je HFEA (Human Fertility and Embryology Authority) med britan-
skimi drŽavljani opravila anketno študĺjo o pogledih na predvsaditveno diag-
nostiko. Tu je tudi vprašanje o sprejemljivosti razširjenih indikacij, n.pr. za
genske mutacije z manjŠo penetranco, n.pr. za raka dojke, jajčnika, debelega
črevesa' pa tudi za motnje intelektualnega razvoja' objava rezultatov je
napovedana za to pomlad' Nihče ne more zanikati, da so vsaj nekatere od
omenjenih bolezni zelo hude in se je morda teŽko zanašati na pogoste pre-
ventivne preglede in zgodnjo diagnozo glede na znani genetski status. po
drugi strani pa bodo v postopku nedvomno izločeni in uničeni tudi zarodki z
dobrim potencialom zarazvoj v ljudi, ki bi se veselili svojega Življenja in bi bili
dragoceni člani druŽine in druŽbe. Med temi so gotovo zarodki, ki nikoli ne bi
zboleli za boleznijo, zaradi katere jim je odvzeta pravica do Življenja.
Zagovorniki predvsaditvene genske diagnostike zarodkom sicer ne odrekajo
spoštovanja, ki gre človeŠkemu Življenju. A teŽko je izpodbijatĺ kritiko, da
spoŠtovanje dostojanstva človeškega zarodka pomeni več kot samo vztrajan-
je pri tem, da bo usmrtitev opravljena za dovolj pomemben cilj.
ZaŽensko, za njenega pańnerja in včasih tudi družino pa je še bolj travmats-
ka predrojstn a diagnoza genetske bolezni in posledični śplav. občutja krivde,
pa če so Še tako iracionalna, so tu še močnejša in lahko trajajo vse Življenje.
Priznati pa je treba, da imajo včasih podlago v medicinskih dejstvih, ki so za
posamezni primer sicer nepreverljiva, v statistĺ'čnem vzorcu pa veljajo: neka-
teri od teh splavov iz medicinskih indikacij so tudi po medicinskih merilih
nepotrebni.
Pri vprašanjih te Vrste je treba vedno imeti pred očmi pojav, ki bi mu moderno
lahko rekli kolateraĺna škoda. Medicina v zadnjem času veliko pozornosti
posveča avtonomiji bolnika in prednosti njegove individualne koristi. Tako se
pogosto premalo sprašuje po širšem pomenu svojih ravnanj: kaj to ali ono
pomeni za spoštovanje človekovega dostojanstva nasp/oh, za odnos do
človeškega Življenja kot vrednote. To se utegne kmalu poznati na našem
odnosu do najš|bkejŠih, na našem ravnanju z ljudmi na obrobju druŽbe,
posebno z bolniki, invalidi, hudo bolnimi, revnimi, dementnimĺ, umirajočimi. A
dovolj bo, če pomislimo na otroke, ki se bodo rodili z gensko napako, kljub
morebitni ponudbi od drŽave plačanega proorama predvsaditvene (ali predro-
jstne) diagnostike. Tak otrok in vsa druŽina utegneta biti stigmatizirana, ker je
prišlo do rojstva, ki ga ne bi smelo bit. ('wrongfut tĺfe")'
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Otľoci spočeti in ľojenĺ kot sľedstvo za zdravljenje
Napredek transplantacijske medicine je sproŽil nove pritiske in teŽke moralne
dileme v nekaterih nesrečnih druŽinah. Gre za poskuse, da bi hudo bolnemu
otroku z gensko okvaro rešili Življenje z ustrezno presaditvijo celic, tkiva ali
organa idđalno sorodnega bratca ali sestrice, spočetega oz. spočete nalašč v ta
nň"n. To seveda pomeni zunajtelesno oploditev, zagotovitev večjega števila
zarodkov in skrbno izbiro tkivno najsorodnejšega za vńos v telo matere. Ce se
postopek posreči, dobi druŽina novega člana, tako imenovanega terapevtskega
otroka, reśilnega bratca ali sestrico, otroka za rezervne dele. Popkovnična kri
kot vir matičniń celic ni problematična; nekoliko bolj je kostni mozeg, posebno
če so potrebni ponavljajoči se odvzemi, kar pa je pravilo; še bolj problematičen
je odvzem ledvice.
BBC News je 31. januarla letos poročal o 2_letnem otroku Jamieju Whitakerju' ki
je rešil Živlienje zdaj S-letnemu bratcu Charlieju z redko Diamond-Blackfa-novo
anemijo, zdravljivo le z matičnimi celicami sorodnega da'jalca'
Komisija za človeško genetiko (Human Genetics Commission, HGC) je v
poročilu opozorila, da je treba raziskati, kako je z blaginjo otrok, rojenih v ta
namen, ni pazakako ostĘše ukrepanje: "Težko bi bĺIo prepovedati staršem, da
bi spraviti na svet še otroka-rešitelja, če imajo otroka s smľtno nevarno bolezni-
7b." Vendar se HGC zavzema za raziskavo, ki bi zajela vse otroke, rojene po
predvsaditveni genetski diagnozi. Predvsaditvena genska diagnostika naj pri
bsN/p ne bi pośtala nekakšna obvezna rutina! Kot je menila baronica Helena
Kennedy, predsednica HGO "Najti moramo ravnotežje med pravĺco do samo-
odtočaija parov o rojstvu otrok, pravico otrok do blaginje in širšimi interesĺ
družbe."
Toda Josephine Quintavalle, direktorica coRE (comment on Reproductive
Ethics), meni drugače: "Prav tega smo se bali. A na to bi morali mĺsĺiti, preden
smo otroke porabitĺ kot budre v družbenem eksperimentu. Težko sĺ zamĺslimo,
kako je otrokom, rojenim v teh okotiščinah, in kaj lahko pričakujejo v prihodnos-
ti."
Ne gre pa samo za etično spornost na ravni posameznega primera. Tu je morda
kda| niti ni, novi otrok je lahko enako ljubljen kot pĘšnji, druŽina je rešena hude
stisŔe. Šrodo bi občutila drużba, če bi se polagoma taka praksa razširila še na
manj dramatične primere: to bi pomenilo, da je instrumentalizaci|a, popredme-
tenjó človeŠkega Življen|a spĘemljivo. To pa bi lahko imelo daljnoseŽne učinke
na ĺ<oličino dos1ojanstva, ki ga bi bila druŽba še pripravljena priznati človeškemu
bitju in človeškemu Življenju.
Sklepna misel
Że ta beżni opis dveh zgledov kaŽe, kako se z napredkom medicinskih
znanosti in tehnologij zastavljajo nova etična vprašanja. Potrebna bo primer-
na občutljivost in modrost, pa tudi učinkovita zdravstvena politika, da ne
bomo zabredli v ravnanja, ki bodo prinesla več slabega kot dobrega' Politika
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pa bo morala priti s svojimi rešitvami ob pravem času. Ko se je kako ravnanje
Že uveljavilo v praksi, ga je teŽko spremeniti. Med drŽavami, ki imajo gensko
tehnologijo in znanost so gledanja na nekatera etična vpraŠanjazelo rázlič,na:
tak je primer moralnega statusa človeŠkega zarodka. Kljub temu se je treba
potrudĺti za čim večje mednarodno soglasje in skupne etične standarde. Tudi
ta dragocena prizadevanja bolj ali manj uspešno tečejo v več uglednih med-
narodnih organizacijah ĺn forumih.
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Rakasta pretvorba celice je odvisna od skupnega delovanja mutagenih snovi
- iniciatorjev in nemutagenih snovi - promotorjev. skupai prizadenejo ekspre-
sijo genov (še posebej je pomembna ekspresija regulatornih genov), stimulira-
1o célieno proliferacijo in spodbujajo delitev tistih celic, ki imajo poškodovano
bNR. lv"o bolj znanimi snovmi, ki povzroča'jo nastanek raka, so karcinogeni
dejavniki kemičnega izvora, razni virusi in različne vrste sevanja, kot so UV
svetloba in ionizirajoče sevanie. V nastanek raka sta vpleteni predvsem dve
skupini genov in sicer protoonkogeni in tumorski supresorski geni. Prvi so
med proiesom karcinogeneze spodbujeni k čimvečji ekspresiji, medtem ko
so drugi spremenjeni na takšen način, da je njihova ekspresija zmanjšana ali
da je njihov produkt funkcionalno neaktiven. Na sam proces karcinogeneze
vplivajo tudi drugi dejavniki, ki ne povzročajo sprememb v nukleotidnem
zaporedju DNA in jih imenujemo epigenetski dejavniki.
Uvođ
Prve korake k razumevanju karcinogeneze predstavljajo opaŽanja kirurga
Percivala Potta iz sredine 18. stoletja' opisal je povezavo med številom bol-
nikov z rakom skrotuma in kronično izpostavljenostjo sajam pri dimnikarjih.
Na potrditev tovrstnih povezav smo morali čakati do 50-ih let prejšnjega sto-
letja, ko so profesionalno izpostavljenost delavcev v tekstilni in usnjarski
ináustriji, ter proizvodnji različnih barvil in gume, povezali s povečanim šte_
vilom obolelih za rakom mehurja. Vzroke za nastanek tega raka so pripisali
aromatičnim spojinam - aminom, ki so jih s pridom uporabl|ali v omenjenih
industrijskih panogah brez kakršnekoli zaščite.
Danes, več kot 50 let po teh odkritjih, še vedno ne poznamo vseh podrobnos-
ti, ki bi razkrivale natančen potek procesa nastanka raka. Najnovejše študije s
tega področja so nedvoumno potrdile obstoj na stotine dejavnikov, ki s svojim
delovanjem lahko preusmerijo normalno celico na pot rakaste pretvorbe. Vse
te dejavnike, ki so sposobniizzvati nastanek rakaste celice, imenujemo kar-
cinogeni dejavniki. Proces, v katerem se normalna celica preoblikuje v raka-
sto, pa imenuiemo karcinogeneza ali onkogeneza.
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Kaľcĺnogeneza kot večstopenjskĺ pľoces
Sam proces karcinogeneze je dolgotrajen in zapleten. Na splošno govorimo o
treh osnovnĺh stopnjah, ki vključujejo vrsto različnih podstopenj: i) iniciacija,
ii) promocija in iii) progresija. ob predpostavki, da tumor nástaja iz ene
same spremenjene celice, je jasno, da je prvĺ pogoj za kopičenje in izraŽanje
nastalih sprememb v celici njihovo dedovanje v naslednjih generacijah celic.
ob tem zapletenem procesu govorimo o dvojni vlĺrgi karcinogenih dejavnikov.
Prva vrsta karcĺnogenih dejavnikov deluje kot mutageni impulz in neposredno
spremeni celični genetski zapis. S tem povzroči mutacije, ki se prenašajo na
naslednje generacije celic. Druga vrsta karcinogenih dejavnikov vpliva na
Vzorce izrażanja cele vrste genov, ki spremenijo izrażanje nekaterĺh kritičnih
genov (ter nastanek in delovanje njihovih produktov) brez neposrednega vpli-
va na DNA zaporedje. Ta način delovanja imenujemo epigenetsko delóvanje.
Prav tako pri epigenetskih spremembah kot pri genetsŘih spremembah je
potrebno, da se novi vzore} "vtisne V na novo Zasnovan celični spomin* in se
kot tak prenese v naslednje generacije celic.
Da bi celica "zaŽivela" kot rakasta celica, mora torej nakopičiti celo vrsto spre_
memb in si pridobiti lastnosti, ki jo naredijo relativno neodvisno od ustaljenĺh
mehanizmov v normalnih celicah. Ker so tĺ mehanizmi odvisni od vrste celice
oz. tkiva, iz katerega celica izhaja, so kombinacije sprememb oz. lastnosti, ki
jih rakasta celica mora pridobiti, različne za različne vrste raka. Na splošno
lahko strnemo Vse te lastnosti rakastih celic v nekaj kategorij. 1) śamo-
zadostnost za lastno pľolifeľacijo. To pomeni, da so vsi (ali vsaj večina)
potrebni signali za podvojevanje regulirani znotraj same celice neodvisno od
okolja in sĺgnalov iz okolja.2) Neodzivnost na signale, ki uravnavajo
število celiěnih delitev. Vsaka celica ima v svojem uspominu* vgrajeno
določeno Število celičnih delitev. To število je skrbno uravnavanď preko
različ,nih mehanizmov, ki se aktivirajo z diferenciacijo in s 'staranjem* celice.Rakasta celica se preprosto lzogne delovanju teh mehanizmov in se nekon-
trolirano deli. 3) Neodzivnost na signale, ki sprožajo apoptozo. ob hujŠih
napakah na celični DNA se v normalni celici sproŽijo popravljalni mehanizmi,
ki bodisi napako popravijo, bodisi celĺco - ob večjih napatán preusmerijo v
programirano celično smrt - apoptozo. Celĺca mora na svoji poti maligne
transÍormacije postati neodzivna na te mehanizme, da bi omogočila prenos
mutacije in njeno izraŽanje v hčerinskih celĺcah. S tem si rakastácelica prido-
bi Še eno pomembno lastnost in to je 4) Genetska nestabilnost. To pomeni,
da so rakaste celice mnogo bolj dojemljive za razne spremembe, kar jim
omogoča hitrejše in boljše prilagajanje na vplive iz okolja' 5) Preuľeditev
tvorbe citokinov in izraŽanja celiěnih antigenov. S prilagoditvijo tvorbe
citokinov in izrażanjem antigenov si celica zagotovi dve stvaň hkraii: slabšo
prepoznavnost za imunski sistem in s tem imunsko neodzivnost, ter
neposredno delovanje na celice v okolju. pomembna je njihova produkcija
angiogenih dejavnikov, ki omogočajo neovaskularizacijo tumorskega tkiva. 6)
Zmožnost pľehoda rakastih celic v limfni in krvni obtok. Rałoj oŽilja ú
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tumorju omogoča tudi razširitev bolezni v oddaljene organe - metastaziranje.
7) Pľitrditev v drugih organih in ponovna kIonalna rast.
Glede na procese, ki so vpleteni v nastanek raka in na čas potreben, da se vsi
dogodki zgodijo, se je dolgo časa govorilo o raku kot o bolezni starostnikov.
Danes o raku ne govorimo samo kot o bolezni starostnikov, pač pa kot o gen-
ski bolezni, ki se izraża na dva različ,na načina. To sta - kot posledica
somatskih mutacij - sporadiěni rak ali kot posledica mutacij v spolnih celi-
cah - dedni rak' ob upoštevanju kompleksnosti nastanka rakaste celice ter
števila potrebnih dogodkov, da si celica zagotovi Vse spremembe in uspešno
konča pot maligne preobrazbe, je jasno, da preko spolnih celic podedovane
mutacije, ki destabilizirajo genom, močno skrajšajo Sam proces nastanka
raka. Zato je za vse dedne rake značilno, da nastanejo mnogo prej kot spora-
dični primeri in da so osebe prizadetih druŽin mnogo bolj ogroŽene zarazlične
vrste raka.
Kaľcinogeni dejavnikÍ
V grobem ločimo karcinogene dejavnike na fizikalne, kemične in biološke.
Skupna lastnost vseh ne glede na izvor je, da spremenijo celično DNA.
Spremenijo jo bodisi tako, da izzovelo mutacije - mutageni dejavniki, ali da
spremenijo izraŹanje genov brez poseganja v strukturo DNA - epigenetski
dejavniki.
Epigenetski dejavniki se izraŹĄo predvsem tako, da celico vzpodbujajo in jo
konstantno silijo v ekspresijo določenih genov. Med karcinogenezo Se spre-
meni metilacija protoonkogenov, tumorskih supresorskih genov ter genov, ki
so odgovorni za DNA popravljalne mehanizme v celici. Hipermetilirajo in s tem
utiŠajo se tumorski supresorski geni ter geni odgovorni za popravljanje nastal_
ih napak na DNA. Hipometilirajo in s tem aktivirajo pa se protoonkogeni in geni
odgovorni za tumorsko metastaziranje. Sam proces metilacije naj bi bil tudi
neposredno povezan z nastankom mutacij. Tako naj bi hipermetilacija pred-
pogojevala nastanek točkovnih mutacij, mutacij zaradi spremembe bralnega
okvirja, mutacij z drugim pomenom in delecij. Vse naštete mutacije pripeljejo
do izgube funkcije genov. Nasprotno pa naj bi bila hipometilacija moŽen vzĺok
za kromosomske mutacije (preureditve in anevploidijo), ki potencirajo
izrażanje ponovljenih genoV.
Fizikalni karcinogeni dejavniki delujejo na strukturo DNA z različnimi
visokoenergetskimi delci. Pri tem lahko neposredno poškodujejo celično DNA
ter povzročijo mutacije ali pa le-te sproŽijo z delovanjem prostih radikalov, ki
so nastali po obsevanju. Vsaka vrsta sevanja je lahko potencialno nevarna za
strukturo DNA, vendar med bolj raziskane prištevamo UV svetlobo in ionizira-
joče sevanje.
Kemični karcinogeni dejavniki delujejo na dva načina: i) tako' dazvezavo na
nukleotide v DNA destabilizirajo vezi med komplementarnimi nukleotidi ali ii)
kot dejavniki, ki se veŽejo med nukleotidi in povzročijo napake pri podvoje-
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Vanju DNA. Med pomebnejše karcinogene dejavnike priŠtevamo aÍlatoksine,
heterociklične aromatske amine, benzopirene, N-nitrozamine, katrane in akril-
amid.
Med biološke karcinogene dejavnike prištevamo predvsem razne viruse' Na
celično DNA delujejo na dva načina: i) neposredno povzročijo mutacije ob
svojem pomnoŽevanju ali ii) posredno s svojĺmi promotorji vplivajo na
izraŽanje določenih genov. Med pomembnejše viruse, za katere obstajajo
dokazi o karcinogenem delovanju, spadajo virus hepatitisa B (hepatocelularni
karcinom), Epstein Barrov virus (Burkittov limfom, nazofaringealni karcĺnom),
humanĺ T limfocitotropni virus 1 (HTLV-1 - T celična levkemijďlĺmÍom odraslih)
ter virus humane imunske pomanjkljĺvosti (HlV _ Kaposijev sarkom).
Pľotoonkogenĺ in tumoľski supľesoľskĺ geni
Gene, ki so neposredno vpleteni v nastanek karcinogeneze, lahko v grobem
razdelimo na skupino, ki je odgovorna za celično delitev ter podvojevanje
DNA in skupino, ki je odgovorna za preverjanje podvojene DNA ter nadzor
celičnega ciklusa. Med prve prištevamo protoonkogene, ki spadajo med t.ĺ.
zgodnje celične gene, med druge pa tumorske supresorske gene.
onkogeni, ki so pravzaprav spremenjeni protoonkogeni, vključujejo gene, ki
kodirajo zarazlič,ne rastne faktorje, receptorje ali signalne prenašalce in jedrne
transkripcijske faktorje' V to skupino uvrščamo več kot 100 različnih genov.
Med procesom maligne transformacije se ponavadi spremenijo v promo-
torskih regijah, kar ima za posledico nekontrolirano prepisovanje in nastajanje
produkta. Na njihovo stopnjo izraŽanja poleg mutacij odločilno vpliva stopnja
metilacĺje' Med onkogene s pomembnim vplivom na nastanek raka uvrščamo
skupini ras in myc onkogenov. Proteinĺ, ki jih kodirajo ras onkogeni, so na
celičnih membranah in so soudeleŽeni pri prenosu signalov tako za rastne fak-
torje kot za mitogene dejavnike' Za razliko od proteinov, ki jih kodĺra ras, So
proteini, ki jih kodira myc, jedrni fosfoproteinĺ (c-myc, N-myc in L-myc)' Ti pro-
teini so pomebni transkripcijski faktorji za različne gene.
Zarazliko od protoonkogenov, ki se med karcinogenezo prekomerno izraŽĄo,
so tumorski supresorski geni neaktivni. lnaktivirajo se na dva načina: tako, da
je prisotna mutacija v delu, ki kodira strukturne proteine ali tako, da je regula-
torna regija hipermetilirana. V obeh primerih je rezultat enak - odsotnost
aktivnega proteina, ki bĺ kontroliral celični ciklus in preverjal prav|lnost podvo-
jene DNA. V prvem primeru je vzrok neaktiven mutiran protein ĺn v drugem
blokirana transkripcija gena. Zanimivo je, da se ta dva mehanizma pri
tumorskih supresorskih genih velikokrat dopolnjujeta. Tako je pri tistih ose-
bah, ki so podedovale mutacijo v enem alelu tumorskih supresorskih genov,
najpogostejŠi razlog za neaktivnost drugega ale|a prav hipermetilacija. TeŽko
je reči' kateri od tumorskĺh supresorskih genov je najpomembnejŠi, kajti vsi so
pomembni. Zato se bom omejil le na tiste, ki so najbolj znani in raziskani.
Retinoblastomski gen - Bb so prvič opisali na začetku 90-ih let in predstavlja
prototip tumorskega supresorskega gena. Neaktivnost tega gena ima za
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posledico nekontrolirano celično delitev (natančneje prehod v S fazo
celičnega ciklusa). p53 nosi tudi ime "varuh genoma" in ima verjetno najbolj
pomembno funkcilo med vsemi tumorskimi supresorskimi geni.Za razliko od
Fb, ki so ga dokazali mutiranega v glavnem pri retinoblastomu, je mutiran p53
povezan z nastankom vsaj polovice znanih malignih bolezni. Tudi vloga p53 je
nekoliko drugačna od vloge Rb. Medtem ko predstavlja Rb predvsem kontrol-
ni gen za celično delitev, je p53 nekakšna zasilna zavora, ki deluje tako na reg-
ulacijo celičnega ciklusa kot tudi na aktivacijo apoptoze v primeru, da popravl-
jalni mehanizmi niso uspešno opravili svoje naloge. Poleg Eb in p53 velja
omeniti vsaj še BRCA1 in BRCA2 kot tumorska supresorska gena povezana Z
dednim rakom do'jke, ter APC in DCC pri karcinomih širokega črevesa.
Zaključek
Karcinogeneza je kompleksen proces, med katerim mora priti do radikalnih
sprememb na celični DNA. Pri tem je pomembno, da spremembe nastanejo
tako na protoonkogenih kot tudi na tumorskih supresorskih genih. Vse nastale
spremembe morajo biti ireverzibilne in se morajo kot take prenesti na nasled-
njo generacijo celic. Po iniciaciji karcinogenih sprememb še ne govorimo o
rakasti celici, kajti zato je potrebna še faza promocije, ko se spremenjena cel-
ica deli in tako izraŽavse pridobljene nove lastnosti. Natančnih mehanizmov
in povezav o tem, kateri geni morajo biti spremenjeni za razvo1določene vrste
raka, še ne poznamo. Zato so novejše raziskave usmerjene prav v odkrivanje
pomembnih genskih povezav med nastankom raka kot tudi (ali celo pred-
vsem) v to, katere so tiste celice, ki imajo moŽnost nadaljevanja in ponovitve
klona v oddaljenih organih. Vsa ta dejstva so osnova zarazumevanie biologi-
je raka in učinkovito zdravljenje in preventivo.
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Jedrska elektrarna Černobil leŽi v Ukrajini in je blizu tromeje z Belorusijo in
Rusijo' Do eksplozije enega od jedrskih reaktorjev elektrarne v Černobilu je
prišlo 26. aprila leta 1986. V naslednjih desetih dneh se je v atmosfero spros-
tilo več kot 1019 Bq različnih radioizotopov' Predvidevajo, da so se radioĺzo-
topi sproščali v ozračje občasno. Na obseg kontaminacije določenega
področja so vplivali smer vetra in drug| meteorološkĺ pogoji' med drugim, kje
je deŽevalo iz oblakov, v katerih je bil radioaktivni material, od relieÍa, na
katerega so padle te padavine, in od načina odtekanja voda, v katerih je bil
radioaktivni material. V prvih desetih dneh po eksploziji reaktorja so vetrovi
večinoma pihali proti Severu ali proti jugu. Radioaktivne padavine so padle na
celo področje Belorusije (zizjemo okroŽja Vitebsk), velik del Ukrajine, majhen
del Rusije in na nekatere dele Skandinavije. V "koktejlu" radioizotopov, ki se je
sprostil ob jedrski nesreči v Cernobilu, 1e 137Cs najpomembnejši vir dolgotra-
jnega sevanja, saj ima razpolovni čas pribliŽno 30 let.
V Ukrajini, Belorusiji in Rusiji so mobilizirali pribliŽno 600.000 likvidatorjev, to je
ljudl' kl so sodelovali pri čiŠčenju kontaminiranega področja s polmerom 30
km okoli reaktorja in prekritju reaktorja s sarkofagom. Med likvidatorji je bilo
120'000 Belorusov, od tega 5.500 Žensk. Ker je primanjkovalo opreme za mer-
jenje radioaktivnosti, ni znano, kakšno dozo obsevanja so prejeli posamezni
lĺkvidatorji. Po podatkih Beloruskega regĺstra raka je incidenca raka večja pri
Iikvidatorjih kot pri ostalih prebivalcih Belorusije. lncidenca je pogostejŠa pri
raku debelega črevesa (9,4% proli 3'6%),ledvic (8% proti 6'5%)' sečnega
mehurja (6'5% proti 3,8o/o), ščitnice in raku pljuč. Tisti likvidatorji, kiŽivĺjo na
področjih s sevanjem, večjim od 555 kBq/m2 zaradi prisotnosti 137Cs, imajo
dvakrat večjo incidenco raka grla, sapnika, sapnic in pljuč' kot tisti, ki Živijo v
področjih, kjer je sevanja manj kot 185 kBq/m2.
s 137Cs je najbolj onesnaŽeno področje Belorusije v okroŽju Gomel, v katerem
je Živelo pribliŽno 1,5 milijona prebivalcev. lz dela tega okroŽja so morali zara-
di izredno velikega sevanja izseliti pribliŽno 135.000 prebivalcev. Pred jedrsko
nesrečo je bila v okroŽju Gomel smńnost zaradi raka manjŠa kot v preostalih
delih Belorusije. Po jedrski nesreči se je smrtnost zaradi raka v tem okroŽju v
petnajstĺh letih povečalakar za dvakrat. V letih 1990-2000 se je v okroŽju
Gomel povečala incidenca raka debelega črevesa, ŠČitnice in seČnega mehur-
ja, medtem ko se incidenca raka pljuč ni zmanjšala tako kot v drugih delih
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Belorusije. V okroŽju Gomel sedaj bolnice zbolevajo zaradi raka dojk 15 let
prej kot v okroŽju Vitebsk. Zaradi zgodnjega raka dojk so še posebno
ogroŽene Ženske, ki Živijo na podeŽelju, saj so zaradi načina Življenja izpo-
stavljene dvakrat večjemu sevanju kot tiste Ženske, ki Živijo v urbanem okolju.
V Sloveniji so po jedrski nesreči v Černobilu leta 1996 zaznali zapribliŹno 50%o
povišane vsebnosti 137cS in 9oSr v mleku in mesu, ki pa so se Že naslednje
leto zmanjšale na vrednosti pred letom 1996. Leta 1987 je prst v Murski Soboti
povprečno letno sevala 4,8 kBq/mz, v Ljubljani 25,5 kBq/mz in v Kobaridu
32,2kBq/m2,leta 1997 pa v Murski Soboti 4,4kBq/mz, v Ljubljani 5,7 kBq/m2
in v Kobaridu 6,5 kBq/m2. Leta 1997 je bila v Sloveniji povprečna celoletna
prejeta doza sevanja za odraslo osebo zaradi radionukleotidov v okollu samo
58 mikroSv. Toda tudi sedaj je v Sloveniji še vedno prisotno povečano gama
żarčenje prsti zaradi radioaktivnih padavin po nesreči v Cernobilu, ki dosega
1 5 -20% naravnega ozadia.
Avstri|ski viri navajajo, da je kar 2% objedrski nesreči v Cernobilu sproŠče-
nega 137Cs padlo na teritorij Avstrije. Radioaktivne padavine v Avstriji so v
glavnem padle na dve področji: severno območje je segalo od meje s Ceško
proti zahodu v predelu Alp in se nadaljevalo v Nemčijo na juŽno Bavarsko,
medtem ko je juŽno segalo od zahodne MadŽarske, čez avstrijsko Koroško
proti severni ltaliji. Glede na to, da je vreme bilo aprilsko, kar pomeni, da so
vladale zelo spremenljive vremenske razmere v tistem obdobju, so regionalne
spremembe glede kontaminacije zemlje S 137cs na področju Avstrije celo v
razmerju 1;100. Na srečo je bilo najmanj radioaktivnih padavin v gosto nasel-
jenih niŽinskih predelih in poljedelskih območjih. Največ radioaktivnih padavin
je padlo v gorskem svetu in na predelih, poraslih z gozdom, zato so lahko
gobe, gozdni sadeŽi in divjačina, ter mleko nekaterih krav, ki se pasejo na
visokogorskih planinah še vedno kontaminirani s 137cs. Tirologi iz Celovca
pripisujejo porast incidence raka ščitnice in večji deleŽ bolj agresivnih tumor-
j"u seuuńiu 
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radioaktivnih padavin po jedrski nesreči v Cernobilu. Večina
avtoritet na področju povezave med sevanjem in nastanom raka pa meni, da
v zahodnoevropskih drŽavah večino porasta incidence karcinoma šcitnice
lahko pripišemo predvsem bolj razširjeni uporabi ultrazvoka in tankoigelne
aspiracijske biopsije v diagnostiki bolezni ščitnice ter natančnejši histološki
preiskavi z operacijo odstranjenih Ščitnic. V prid temu govori večji deleŽ
manjših karcinomov, še posebno tistih, ki so manjši kot 1 cm.
Że već kot 50 let je znano, da je perkutano obsevanje vzrok za nastanek raka
ščitnice. ob poskusu z atomsko bombo leta 1954 na Marshallovih otokih je
bilo sevanju izpostavljeno 245ljudi. Skoraj 80% doze, ki so jo prejeli, je bilo na
račun izotopov s kratkim razpolovnim časom, med katerimi so medicinsko še
posebno pomembni izotopi joda (131 l, 132|' 133|)' saj se aktivno kopičijo v
ščitnici' Pö 34 letih je imelo od teh 245 oseb kar 22%o oseb gomolje v ščitnici
in kar 7Yo raka Ščitnice, kar je več kot v neobsevani populaciji iz istega
območja, med katerimi je imelo gomolj v Ščitnici le 1,5%o populacije, raka
ščitnice pa samo 0,5% populacije.
Tudi ob jedrski nesreči v Černobilu so Se V ozračje sprostile velike količine 131|
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in drugih izotopov joda. Na dozo radiojoda, ki jo je dobil posarneznik, so vplivli
trije faktorji: stopnja kontaminacije z 131 l, stopnja kopičenja 131 lv ščitnici in
velikost ščitnice. odzĺv zdravstvene sluŽbe ni bil ustrezen, saj ni bilo opozoril,
da se ne sme uŽivati kontaminirane hrane, preparate stabilnega joda pa so
začeli profilaktično deliti šele deset dni po nesreči. Doza, ki jo je akumulirala
ščitnica, je bila večja pri otrocih, Še posebno pri dojenčkih in tistih, ki so bili
mlajših od petih let. otroci, ki jih niso evakuirali iz kontaminiranih področij, so
85%o doze, prejete na ščitnico, dobili z mlekom, le 15%o prejete doze je šlo na
račun izotopov s kratkim razpolovnim časom. ocenjujejo, da je bila pri otrocih
na kontaminiranem območju povprečna dozana Ščitnico v Belorusiji 7O0 mSv,
medtem ko je bila v Ukrajini in Rusiji med 100 in 200 mSv. V zahodni Evropi je
bila zaradi černobilske nesreče povprečna dozapri otrocih do nekaj mSv, pri
odraslih pa od 5 do 1O-krat manjŠa kot pri otrocih . Za primerjavo, povprečno
naravno sevanje v Franciji je 2,4 mSv na leto.
V kontaminiranih predelih Belorusije in Ukrajine je Že prej kot v štirĺh letih po
jedrski nesreči prĺšlo do naraščanja incidence raka Ščitnice pri otrocih. Znano
je' da po obsevanju v več kot 90oń nastane papi|arni karcinom Ščitnice in da
obsevanje ne vpliva na pogostost drugih vrst raka ščitnice. Do leta 2003 je bilo
registriranih več kot 1.500 primerov raka ščitnice v populaciji dveh milijonov
otrok, ki so bili ob nesreči mlajŠi kot 'l5 let. Zaradi raka ščitnice je do leta 2003
umrlo prĺbliŽno 20 otrok. V Belorusiji, kije bila najbolj prizadeta,je bila inci-
denca v letih 1986 do 2000 13,5 na 100.000 otrok, pred nesrečo pa je bila inci-
denca manj kot 1 na 100.000 otrok.Zarazliko od odraslih bolnikov z rakom
ščitnice, kjer je deleŽ Žensk proti moškim pet proti ena, je deleŽ bolnikov,
mlajŠ|h od 15 let glede na spol pribliŽno ena proti ena. Rak, ki je nastal zaradi
nesreče v Cernobilu, je bolj agresiven pri mlajŠih otrocih (kar v 49%o gre za
tumorski stadij T4, /,,/o bolnikov ima oddal'jene zasevke). Pri mlajših otrocih je
latentna doba od izpostavljenosti sevanju do nastanka karcinoma krajŠa, ker
so pri zelo majhnih otrocih Ščitnične celice v procesu aktivne replikacije.
Ret-PTC proto-onkogen zĄema 21 eksonov na kromosomu 10q1-1 *2 in kodi*
ra membranski receptor zatirozinkinazo. Ob normalnih pogojih je receptor za
tirozin kinazo aktiviran le ob prisotnosti liganda v receptorju. Mutiran gen pa
za aktivacijo ne potrebuje liganda in tudi brez prisotnosti lĺganda aktivira
tirozin kinazo, ki sproŽi vrsto mehanizmov, ki povzročijo genetsko nestabilnost
in preprečijo apoptozo celice. Na pogostost prerazporeditve ret-PTC proto-
onkogena vpliva geografsko podrocje, iz katerega izvirĄo bolniki, starost ob
diagnozi in laboratorjiske metode za detekcijo. Pri bolnikih, ki niso bili obse-
vani, je prerazporeditev ret-PTC proto-onkogena prisotna v 2,S do 35Yo. pri
karcinomih, nastalih zaradi nesreče v Černobilu, je prerazporeditev ret-PTC
proto-onkogena pogostejša in se pojavlja v 35-85%o. Pri otrocih z rakom
Ščitn|ce iz Belorusije in Ukrajine je prišlo pogosteje do prerazporeditve ret-
PTC-' ali ret-PTC3 proto-onkogena. Mutacija ret-PTC. proto-onkogena je
povezana s prisotnostjo solidne rasti tumorja na histološkem materialu, bolj
agresĺvnim kliničnim potekom boleznl ln se je pojavljala pogostje prvih nekaj
let po jedrski nesreči. Mutacija ret-PTC' proto-onkogena je povezana z nas-
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tankom klasičnega papilarnega karcinoma ščitnice, za katerega je značilen
manj agresiven potek bolezni. Ta mutacija je pogostejša pri bolnikih' ki so
zboleli več kot pet let po jedrski nesreči. otroci z rakom ščitnice, ki niso bili
obsevani, imajo podobno pogosto mutirani ret-PTC proto-onkogen kot
odrasli bolnici iz istega geografskega in etničnega področja. Deistvo, da so
prerazporeditev ret-PTC proto-onkogena našli pri papilarnem mikrokarcino-
mu Ščitnice, govori v prid zgodnjega dogodka v karcinogenezi. Pri enem bol-
niku z multifokalnim karcinomom imamo lahko različne mutacije ret-PTC
proto-onkogena, kar je lahko dokaz, da so nastanek teh tumorjev sproŽili
razlićni dogodki'
Zaključimo lahko, da je incidenca raka večja na območjih, ki so zelo kon-
taminirana z radioaktivnim materialom. Na našo srečo območje srednje
Evrope po jedrski nesreči v Cernobilu ni bilo zelo kontaminirano z radioaktivn-
im materialom. zaradi prepoznih in neustreznih preventivnih ukrepov s
preparati stabilnega joda je po černobilski nesreči v Ukrajini, Belorusiji in Rusiji
veliko otrok dobilo raka ščitnice. lzpostavljenost radioaktivnemu jodu v
otroštvu lahko sproŽi mutacijo ret-PTC proto-onkogena in povzroči papilarni
karcinom ščitnice. Mutacija ret-PTC. proto-onkogena je povezana z bolj
agresivnim kliničnim potekom bolezni.
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Molekularna citogenetika igra pomembno vlogo v genetiki raka, pri diagnosti-
ki in ugotavljanju specifičnih kromosomskih sprememb. Je eno osnovnih
orodij v odkrivanju genov, pomembnih v patogenezi rakastih bolezni. V poznih
80. letih prejšnjega stoletja so se razvile številne tehnike, kĺ temeljijo na meto-
di fluorescenčne in situ hibridizacije (FlsH). Najpomembnejše med njimi so
interfazni FISH, večbarvni F|SH (M-FlsH, SKY) in primerjalna genomska hib-
ridizacija (PGH). V zadnjem času pa se uveljavlja tehnologija mikromreŽ' Digi-
talna kariotipizacija, PGH na mikromreŽah in tehnika oligonukleotidĺnih
mikromreŽ, so tehnike, ki so prevzele vodilno vlogo v raziskavah raka.
V Laboratoriju za medicinsko genetiko mariborske bolnišnice smo razvili vse
osnovne molekularno citogenetske metode, razen čip tehnologije. Molekular-
ne citogenetske tehnike uporabljamo pri diagnostĺki levkemij in limfomov ter
nekaterih solidnih tunrorjih. V tenr prispevku je prikazana uporaba FISH-a ,
interfaznega FlSH-a, večbarvnega FlSH-a in PHG pri posameznih primerih
levkemij. Razpravljamo tudi o pomnoŽitvah onkogena Her2 pri diagnostiki
raka dojke ter pogostejših kromosomskih preureditvah pri raku mehurja.
FISH - fluoľescenčna in situ hĺbľidizacija
Metode FISH na interfaznih jedrih so prinesle revolucionarno moŽnost v cito-
genetski diagnostĺki in predvsem v kliničnih aplikacijah. Tehnike temelj|jo na
edinstveni sposobnosti vezave enojne DNA verige - DNA sonde na komple-
mentarno tarčno mesto V genomu. Sondo vizualiziramo z direktnim označe-
vanjem s fluorokromi konjugiranimi na nukleotide ali indirektno z imunološkim
barvanjem molekul biotina oz digoxigenina vezanega na nukleotide. Tarčna
sekvenca je vidna tako v metafazi kot v interfazi celičnega ciklusa.
Poznamo tri vrste DNA sond, ki nudijo različ,ne aplikacije: centromerno speci_
fične, lokus specifične in kromosomsko specifične DNA sonde.
Visoka senzitivnost, speciÍičnost in hitrost F|SH preiskav omogoča klinično
uporabnost v citogenetiki in patologiji (1,2). Glavna omejitev metode je v
detekciji samo specifičnih strukturnih ali številčnih kromosomskih sprememb,
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ki pa se da preseči z drugimi tehnikami kot so M-FISH' SKY CGH in Array-
CGH.
Specĺfične kľomosomske pľeuľedĺtve in njihova vloga pľĺ
dĺagnostikĺ levkemĺj
Vloga kromosomskih sprememb v patologiji je bolj poznana pri hematoloških
malignih stanjih kot pri solidnih tumorjih. Tako uravnoteŽene kot neu-
ravnoteŽene kromosomske preureditve so opisane pri različnih malignih stan-
jih in igrajo specifično vlogo pri razvoju napredovanju bolezni. Predpostavlja
se, da imajo uravnoteŽene spremembe direktno vlogo v onkogenezi, medtem
ko so neuravnoteŽene spremembe bolj posledica sekundarnega napredovan-
ja tumorjev (3).
Posledica uravnoteŽenih kromosomskih sprememb so pogosto himerični
celični proteini' ki imajo ključno vlogo v malignem procesu. Njihova vloga je
lahko v stimulaciji celične rasti in tirozin kinazni aktivnosti, kot je v primeru
translokacije t(9;22) pri KML, zaradi BCR/ABL fuzije in translokacije t(8;21) pri
AML, zaradi AML1/ETo fuzije. Antiapoptotično deluje spremenjena aktivnost
BCL2 gena kot posledica t(1a;18) pri folikularnem B-celičnem limfomu. V
primeru translokacije t(1 5; 1 7) pa je spremenjeno delovanje PML in RARA pro-
teinov. PML se inaktivira in vodi v izgubo proapoptotične aktivnosti, spremen-
jeno delovanje receptorja za retinoično kislino pa blokira mieloidno diferen-
ciacijo (4,5,6).
Poleg translokacij so pomembne številčne spremembe, amplifikacije in dele-
cije, ki povzročajo preseŽke in primanjkljaje v genomu in so vzrok za nekon-
trolirano proliferacijo. Pri mielodisplastičnem sindromu (MDS)se pri50% bol-
nikov pojavljajo delecije 5q- ali primanjkljaji celotnih kromosomov 5 in 7 ter
dodatni kromosom 8. Spremembe so z izjemo 5q- vezane na slabo prognozo
(7). Pravtako je slab prognostičen znak delecija 17p pri B celični KLL, ki vodi v
agresivno obliko bolezni, medtem ko je delecija 13q relativno dober prognos-
tičen znak (8).
odkrivanje citogenetsko pomembnih klonov je ključno za spremljanje bolezni,
terapijo in ugotavljan,ie relapsa. FISH se uporablja za ugotavljanje uspešnosti
terapije pri spremljanju pojavljanja fuzijskih genov ABUBCR in PMURARA.
Uporabnost FlSH-a se kaŽe tudi pri drugih vrstah levkemij in limfomov. Tabela
1 prikazuje najpogostejše citogenetske spremembe' ki imajo diagnostično
vrednost pri hematoloških malignih stanjih.
Solĺdnĺ tumoľji
Vrednost citogenetske analize prl vrednotenju pojavljanja bolezni se je
pokazala tudi pri solidnih tumorjih.
Pri raku mehurja nam diagnostiko karcinoma tranzicijskih celic omogoča
določitev številčnih sprememb kromosomov 3,7 in 17 ter delecije gena p16
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Tabela 1. Najbolj pogosti in pomembni citogenetski markerji pri levkemijah in limfomih,
kjer je FISH metoda izbire za diagnostiko in sledenje bolezni.
na 9p21 kromosomu. FlSH analiza dalec presega pomen drugih testov, vključ-
no s citopatologijo (11).
V Laboratoriju za medicinsko genetiko SBM smo v letu 2005 pregledali 36 bol-
nikov, pri 6-tih smo naŠli številčne kromosomske spremembe, pri enem pa
delecije p16 genov.
Poznana je tudi tesna povezava med Her2lneu gensko amplifikacijo na kro-
mosomu 17q in slabo prognozo pri metastazirani obliki raka dojke. Her2/neu
amplifikacĺja se odlično odziva na specifično terapijo s trastuzumabom
(Herceptin), ki je hLrmano protitelo proti Her2 proteinskem receptorju. Bolnice
zdravljene z dodatno terapijo s Herceptinom kaŽejo dober odgovor in visoko
preŽivetje. Zato je zgodnje ugotavljanje Her2/neu amplifikacij bistveno pri
prognozi in zdravljenju bolezni. Prednost FlSH-a pred imunohistokemično
analizo (lCH) pa je v visoki specifičnosti in sepzitivnosti metode, saj po lCH
dobimo visok odstotek laŽno pozitivnih in tudi laŽno negativnih primerov. V
našem laboratoriju smo v letu 2005 testirali 64 lCH 2+ pozitivnih primerov in
potrdili Her2 amplifikacijo le pri 21łih.
M-FISH (Multicolouľ FISH)
Poleg klasicne F|SH tehnike so se razvile Številne druge metode, ki izhajĄo iz
F|SH-a in omogočajo dodatne aplikacije. M-FlSH uporablja tehniko označe-
vanja celotnih kromosomov. S kombinacijo 5 različnĺh barvil lahko doseŽemo
diÍerencialno označevanje vsakega kromosoma z drugo barvo in simultano
analizo vseh kromosomov. M-FISH se uporablja za analizo marker kromoso-
mov, derivativnih kromosomov in kompleksnih kariotipov. Omejitve tehnike so
v resoluciji subtilnih delecij in amplifikacij, nezmoŽnosti odkrivanja ĺntrakromo-
somskih inverzi) in insercij(13,14,15). Z M-FISH je bilo odkritih nekajdiagnos-
tično pomembnih preureditev, kot je t(5;1 1) pri 7% otroških AML (16). Resnič-
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t(9;22)(qs4;q 1 1 .2) BCR-ABL Kronična mieloična levkemija
Í(B;21)(q22;q22) AMLl/ETO AML z (B;21) (M2, M4-FAB)
inv(16)(p13q22)
t(1 6;1 6Xp1 3q22)
or CBFb/MYH.1 1 AML (M4Eo-FAB)
t(15:17)(q22:q12) PMURARa APL (M3.FAB)
11q23 rearrangements MLL AML z 1 1 q23 nepravilnostmi




or c-MYC Burkitt limfom
t(1 4;1 BXqs2;q21) BCL-2 FolĺkuIarni ĺimfom
t(1 1;14)(q13;q32) BCLI ,cycline D1 Limfom plaščnih celic
t(2;5Xp23;q35) ALK T-elični anaplastični limfom
na vrednost M-FISH-a je v analizi kompleksnih kariotipov, kot je primer
pacienta AL (Slika 1), ki smo ga analizirali v našem laboratoriju s pomočjo
Ochtachrome Multiprobe Device System (Cytocell), ki uporablja simultano
analizo vseh kromosomov s pomočjo kombinacije treh različno obarvanih kro-
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PGH - primeľjalna genomska hibľĺdizacija
MoŽnost primerjave patološkega DNA z normalno DNA na normalnih kromo-
somih je prelomnega pomena v molekularno-citogenetskih tehnikah. To nam
omogoča primerjalna genomska hibridizacija (1 7)' Princip' ki ga PGH uporabl-
ja je tudi osnova za najnovejše tehnike mikromreŽ (array-CGH).
PGH je robustna F|SH metoda, ki omogoča analizo celotnega genoma V Smis-
lu ugotavljanja preseŽkov in primanjkljajeV, Vendar Z omejeno resolucijo (2_10
Mb). Prednost metode pred ostalimi je v tem, da ne potrebujemo več deljivih
celic in slike patoloških kromosomov. Analiza Se dela na testn|h normalnih
kromosomih kamor hibridiziramo razlicno obarvano testno in referenčno DNA,
ki tekmujeta za vezna mesta' Razlika V barvi hibridizacije ter računalniŠka
analiza nam omogoči prikaz pomika v desno ali levo na krivulji vzdolŽ kromo-
soma in s tem ugotavljanje preseŽkov oZ' primanjkljajev V genomu' Področja
V genomu z visokim Številom amplifikacij so izhodiščna mesta za identifikaci-
jo genov, ki igrajo vlogo v patogenezi (18). Na sliki 2 prikazujemo primer
uporabe PGH v našem laboratoriju: analiza bolnika z dendritično levkemijo z
visoko amplifikacijo kromosoma 21 .
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na l Mbp intervala razdalie. Resolucijo lahko povecamo z visoko-resolucijski-
mi mikromreŽami' ki vsebujejo prekrivajoče se klone BAC-ov (20). Glavna
prednost PGH na mikromreŽah je v moŽnosti odkrivanja subtilnih sprememb
v celotnem genomu. Prvi rezultati pri analizi limfomov so pokazali kriptične
ampliÍikacijďŠtevilnih genov (BCL2, CCD1 , CCD2, JAK2, FG4MDM2'..) (21)
ali n.pr. pri AML tandemske duplikacije/amplifikacije MLL gena'
Zaključek
Maligni fenotip je rezultat vsaj šestih posamičnih sprememb v celici: neodvis-
nost'signalizaci1e' izguba apoptoze, odpornost do zaviralcev celične rasti,
ne.po'óbno.t proliferac1e, ohranjanje angiogeneze in zmoŽnost invazi1e oz.
metästaziranja (22). Sposobnost vpogleda nad celotnim biokemicnim doga-
janjem v maíignih celicah je ključnega pomena v izvajanju terapije. V tabeli 2
Tabela 2, Primerjava različnih citogenetskih tehnik
Primerj ava različnih citogenetskih tehnik









Matafazni FISH '1 -10Mb odkrivanje določenih DNA
sprememb.
Večja ločljivost kot klasična
citogenetika.
M-FISH 2-3 lvlb Najbolj senzitivna od vseh
metaÍaznih analiz.
ed celotnega genoma.
PGH 50kb- 10lvb Zelo visoka senzitivnost.









InterÍazni FlSH 50-1 00 kb Zelo visoka senzitivnost in
speciÍičnost'
Živa ce|ična ku|tura ni
potrebna.
MoŽna an|iza na eni celici.
















t-5 kb ZeIo natančna analiza
genoma..





in n.^^l^^ ^ił^^^_^r^l-:LJe pregleo clIogenetsKln tenniK' ki se irenutĺlĺr uporabljajo pri analizi raka ter
njihovih prednosti in pomankljivosti. opisane metode so pomemben del v pro-
cesu diagnostike in sledenja bolezni. So tudi osnova za analize v bodočnosti
pri kompleksnih študijah na ekspresijskih in proteomskih mikromreŽah.
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Uvod
Z objavo nukleotidnega zaporedja človeškega genoma v znanstvenih revijah
Science in Nature se je začelo obdobje tako imenovane funkcijske genomike,
ko bo potrebno raziskati vseh 35.000 - 40.ooo človeških genov in ugotoviti nji-
hovo vlogo oz. vlogo njihovih proteinskih produktov v zivllen.ju celice. Za
druŽbo večkrat slišimo, da je vstopila V 'postgenomsko oboo'bje', ki ga bodo
zaznamovali Že omenjena nova spoznanja v genomiki in v z njo povezani
biotehno|ogiji, nanotehnologija in novi materiali ter skokovit napreóek računal-
niŠtva in inÍormatike. Če smo do sedaj v biokemĺji, biologiji in z njima povezan_
imi biotehnoĺoŠkimi in biomedicinskimi vedami preučevali posamezne Íeno-
mene in nato spoznanja povezovali, je za funkcijsko genomiko in njeno 'mlajšo
sestro'sistemsko biologijo značilno, da celico obravnava kot sistem sočasnos-
ti in prepletenosti tisočerĺh molekul in dogodkov, ter da v preučevanju
zapletenih mreŽ soodvisnosti ĺŠče vzorce' značilne za trenutno fiziološko oziro-
ma patofiziološko stanje celice, kot tudi ključne molekulske igralce, ki so
nekakšne 'kretnice' prĺ celičnih odločitvah in njihovemu usmerjanju.
oľodja funkcijske genomĺke
Ker celico obravnavamo kot sĺstem molekul in njihovih interakcij, so se vede za
njihovo preučevanje razvile v Številne '-omike'. Tako transkriptómika obravna-
va celični transkriptom, ki ocenjuje kvantiteto in vrsto vseh v preučevanih
razmerah navzočih mRNA. Proteomika obravnava celičnĺ proteom, prav tako
kvantiteto in Vrsto vseh navzočih proteinov, pa tudi njihove medsebojne inter-
akcije. Njena spoznanja razširja strukturna biokemija, ki preučuje tiodimen_
zionalno zgradbo proteinov in njene posledice za njihovo delovanje in aktiv-
nost. Metabolomika se ukvarja s celičnim metabolomom, kvantitativno nav-
zočnostjo celičnĺh metabolitov, njĺhovimi interakcijijami ĺn interakcijami s
celičnimi komponentami. Vse skupaj pa povezuje sistemska biólogija,
odločno podpr1a z bioinÍormatiko, ki naj bi ponudila globalna spoznanja o




MikromreŽe ali bio-čipi so majhne steklene ali silikonske ploščice' običajno
velike kot mikroskopsko objektno stekelce, na katere nanesemo na tisoče
gensko-specifičnih sond, in nam zato omogočajo globalno preučevanje tran-
skriptomov, v primeru protienskih bio-čipov pa tudi proteomov. Gensko-
specifična sonda je krajša enoveriŽna molekula DNA, komplemetarna delu
nukleotidnega zaporedja preiskovanega gena; lahko gre za umetno sinte-
tiziran 70 bp dolg oligonukleotid ali pa za nekoliko daljšo cDNA, ki jo pridobi-
mo z veriŽnim pomnoŽevanjem (PCR) omenjenega odseka gena. V točko na
omenjeni podlogi, ki ni dosti večja od enega mikrona, veŽemo nekaj 'sto alĺ
tisoč molekul omenjene sonde, nato na sosednjo točko enako količino
molekul sonde nekega drugega gena, in tako naprej. Tako v primeru visoko-
gostotnih bio-čipov na en čip veŽemo tudi do 20.000 različnih gensko-speci-
fičnih sond, v primeru nizkogostotnih bio-čipov pa do nekaj tisoč gensko-
specifičnih sond.
lz bolnega (npr. malignega) tkiva izoliramo vse mRNA, kjer je količina posa-
mezne vrste mRNA odraz intenzivnosti izraŽanja njenega gena. lsto naredimo
iz okolnega zdravegatkiva. RNA iz patološkega tkiva označimo z zelenim flu-
orescenčnim barvilom, tiste iz zdravega tkiva pa z rdečim barvilom. Z obema
populacijama preplavimo bio-čip in vsaka molekula ene vrste mRNA iz pato-
loškega tkiva bo tekmovala s tistimi iz zdravega tkiva za Vezavo na molekule
svoje gensko-specifčne sonde, ki so pritrjene na bio-čipu. Če bo specifičnih
mRNA iz patološkega tkiva več, se bo točka na bio-čipu obarvala bolj zeleno'
in obratno, v primeru, da jih bo manj' bo obarvanje bolj rdeče. V primeru
enakega izraŽania omenjenega gena bo točka obarvana rumeno.
Celoten bio-čip po opravljenem poskusu izgleda kot mreŽa rdeče, zeleno in
rumeno obarvanih pik, ki za vsak gen posebej povedo način oziroma inten-
ziteto njegovegaizraŽanja v patološkem oziroma zdravem tkivu, skupaj pa
dajo nekakšen pikčast vzorec, ki si ga'lahko zamislimo kot 'prstni odtis'
preučevanega fizioloŠkega stanja celice. Ce z bioinformacijskimi posegi točke
razvrstimo po funkcijskih vlogah, celičnem poloŽaju ali strukturnih druŽinah
genov, lahko celo pridobimo boljizrazito podobo, ki neko fiziološko stanje raz-
likuje od nekega drugega stanja celice.
Onkogeneza
Vemo, da je v nastanek raka vpletenih večje število onkogenov in proti-onko-
genov. onkogeni se značilno povečano izraŹ.Ąo ali pa so njihovi proteinski
produkti preveč aktivni, medtem ko je za proti-onkogene v malignosti značil-
no, da njihovo izražanje upade ali pa je celo odsotno. Preučevanje posa-
meznih genov raka je redko pripeljalo do zadovoljivih spoznanj o mehanizmu
nastajanja in napredovanja bolezni, saj so nam iz eksperimenta ušli številni
drugi geni, ki so odgovorni, da celico privedejo v stanje, ko napake v onko-
genih in odpovedi proti-onkogenov usodno poseŽejo v njeno Íiziologijo.
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MikromreŽe v nasprotju s tem omogočajo vpogled v celovitosĹ izraŽanja
genov in lahko dajo informacijo o nagnjenosti k bolezni Že v predrakastih stan-
jih' o obliki in stanju Že nastale bolezni, kot tudi o teŽnjah oziroma oblikah
njenega napredovanja' To so seveda Želje, ki jih bo napredek v raziskavah iz
funkcijske genomike morda ża zelo kmalu udejanjil in mikromreŽe zdarvniku
lahko ponudil kot dobro diagnostično in prognostično orodje. Ker je rak sis-
temska in v veliki meri tudi individualna bolezen, bodo mikromreŽe verjetno
posegle tudi na področje tako imenovane 'osebne medicine'' S preučavanjem
sočasnosti in prepletenosti molekulskih dogodkov bomo morda Že v bliŽnji
prihodnosti lahko prepoznali molekulska kriŽišča oziroma ključne igralce v
onkogenezi in razvijali zdravila s tarčnim delovanjem nanje, brez nepotrebnih
stranskĺh učinkov na druge proteine celice in organizma. Takazdravilarazvija-
jo Že danes in jih poznamo kot 'biološka zdravila' '
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METoDE IN TEHNIKE DoLočłľĺł MUTACIJ v
MOLEKULARNI ONKOLOGIJI
Damjan Glavač
Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani
Povzetek
Sekveniranje celotnega človeškega genoma in določitev genomske strukture
večine od okoli 32000 genov je veliko pripomoglo k boljŠemu razumevanju mo-
lekularnih osnov mnogih bolezni in pospešilo razvoj novih molekularno genet-
skih testov. Pri genetskih boleznih, kjer je bolezenski gen znan, ie odkritje mu-
tacije najbolj zanesljiva diagnostična metoda in osnovni pogoj za uspešno in
učinkovito molekularno diagnostiko. Metode in tehnike za odkrivanje mutacij v
bolezenskih genih delimo na raziskovalne in diagnostične. Raziskovalne so bolj
zahtevne in bolj splošno uporabne, medtem ko so diagnostične pogostokrat
razvite samo za določeno bolezen, določen gen ali skupino genov in omogo-
čajo hitĘšo in natančno diagnostko' Poleg tradicionalnih tehnik za diagno-
stiko, kot so citogenetske tehnike in tehnike, ki temeljijo na hibridizaciji DNA s
posebnimi označevalci so se razvile nove, katerih osnova 'je pomnoŽevanje v
veriŽni reakcija s polimerazo (PCR). To so predvsemanaliza konformacij enove-
riŽnih DNK (single stranded conformational polymorphism - SSOP)' analiza
heterodupleksov (heteroduplex analysis - HA), denaturacijska visokoločljivost-
na tekočinska kromatografija (DHPLC - Denaturing High PeľÍormance Liquid
Chromatography) in metodologija TaqMan. Metoda hkratnega pomnoŽevanje
od ligacije odvisnih sond (MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifi-
cation) omogoča odkrivanje odstopanja v Številu kopij DNA. V zadnjih letih pa
se je razvila predvsem tehnologija DNA mikromreŽ, ki omogoča hkratno anali_
zo velikega števila genov s pomočjo hibridizacije označenih sond na vnaprej
pripravljena analizna mesta na mreŽi. Najnovejša prizadevanja diagnostike
gredo v smeri kombiniranja več tehnologij V enotnem miniaturiziranem sistemu
za bioloŠko in klinično analizo v t'i. "laboratoriju na čipu''. Nove tehnologije
bodo omogočile mnogo hitrejšo in predvsem natančnejšo opredelitev bolezni.
Genetske bolezni
Poznamo pribliŽno 6000 genetskih bolezni in okoli 1200 genov za katere so Že
razvili diagnostične metode odkrivanja mutacij v teh genih. Za molekularno
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diagnostiko v onkologiji je še posebno pomembno ugotavljanje napak v prib-
liŽno 100 onkogenih in za tumorje zaviralnih genih. Za ugotavljanje večine
mutacij teh genov pa praviloma ne moremo uporabiti samo ene metode ali
tehnike. Mutacije, ki jih lahko pričakujemo v teh genih, so praviloma različnih
velikostnih redov in zaenkrat ne poznamo ene same unlverzalne metode za
njihovo odkrivanje fl-abela 1).
Tabela 1 Velikost mutacije v odvisnosti od uporabljene metode za
Določanje mutacij in polimoľÍizmov
Mutacija pomeni vsako spremembo v zaporedju nukleotidov DNK, ki se pravi-
lomaizraża v bo|ezenskem Íenotipu. Posledica mutacij so različni zapisi DNK
pri določenem genu ali aleli. Ce se alela homolognega genskega para razliku-
jeta, pravimo, da gre za helerozigotno stanje, če sta enaka, pa govorimo o
homozigotu. Homozigotna stanja so povezana predvsem z genetskimi bolez-
nimi, ki se dedujejo recesivno, heterozigotna stanja pa zboleznimi, ki se dedu-
jejo dominantno. Prve mutacije in polimorfizme so ugotavljali z uporabo re-
strikcijskih nukleaz. Znanih je več kot 300 restrikcijskih endonukleaz, ki pre-
poznajo t' i' palindromska zaporedja na dvoveriŽni DNK in na takem mestu
cepijo DNK. Uporabljajo se tudi pri metodi Southernovega prenosa s katerim
analiziramo odseke DNK' ki so precej veliki, običajno več kot 1000 baznih
parov, zato se metoda v diagnostiki uporablja predvsem za odkrivanje večjih
okvar v genomu, tj. večjih delecij, insercij ali duplikacij. Metoda prenosa po
Nońhernu je precej podobna, le da pri njej uporabimo RNK namesto DNK,
metoda prenosa Western pa se uporablja za proteine. Metoda veriŽne reakci-
je s polimerazo osnovna metoda oz. prva stopnja molekularne diagnostike,
saj omogoča pomnoŽevanje poljubnega odseka DNK, dolgega tudi do več
1000 baznih parov V zadostni mnoŽini (do 1 mikrograma), ki je potrebna za
nadaljnje diagnostične postopke (na primer reakcijo z restrikcijsko endonuk-




Vrsta mutacije Metoda odkrivanja
mutacij
<1bp metilacija (S-metil-C > C) MLPA, sekveniranje
metiliranih citozinov
lbp tranzicije, transverzije (A>G, C>T...) SscĘ DHPLO' sekveniranje
1-10 bp delecija, insercija, podvajanje SScĘ DHPLc' sekveniranje
1 0-1 02 bp delecije, insercije, inverzije, podvajanje sscĘ DHPLc' sekveniranje
1 02-1 03 bp celotni ekson(i) t ĺntron(i) sscĘ DHPLc' sekveniranje
1 o3-1 05 bp celotni gen MLPA, citogenetske metode
1 06-1 07 bp več sosednjih genov citogenetske metode, Southern
107-ĺ08bp segmenti kromosomďcelotni kromosom citogenetske metode
metodo, dot-blot analizo ali sekvenčno reakcijo). Analiza konÍormacij enove-
riŽnih DNK (single stranded conÍormational polymorphism - SSCP) in analiza
heterodupleksov (heteroduplex analysis - HA) sta po pomnoŽevanju določe-
nega odseka DNK v veriŽni reakciji s polimerazo med najpogostejšimi tehnika-
mi za odkrivanje napak v bolezenskih genih. EnoveriŽna DNK se V nedenatu-
raci|ski raztopini zvije v speciÍično sekundarno Strukturo, odvisno od njenega
zaporedja. Verige DNK, ki se ločijo celo za 1 nukleotid, lahko zavzamejo dru-
gačno konformacijo - trodimenzionalno strukturo enoveriŽne DNK. Te razlike v
strukturi lahko opazimo V različnem potovanju verig - konformacij po elektro-
forezi na poliakrilamidnem gelu v primerjavi s kontrolno DNK, brez mutacije.
Njeni prednosti sta predvsem hitrost in nezapletenost, vendar pa ni stoodstot-
no občutljiva in jo je včasih teŽko interpretirati, še zlasti, kadar se pojavijo
metastabilne konformacije. Podobna metoda je analiza heterodupleksov (het-
eroduplex analysis - HA) ki se pogosto uporablja v kombinaciji s SSCĘ saj jo
lahko izvajamo pri zelo podobnih pogojih elektroforeze. Heterodupleksi so
dvoveriŽne strukture DNK, ki nastanejo po denaturaciji enoveriŽnih DNK, če
obe verigi nista popolnoma enaki. Zlasti močne strukture heterodupleksov
nastanejo pri manjših delecijah ali insercijah do 10 baznih parov, ki so pogoste
pri mnogih onkogenih in za tumorje zaviralnih genih. Metoda denaturacijske
visokoločljivostne tekočinske kromatografije (DHPLC - Denaturing High Pedor-
mance Liquid Chromatography) temelji na zaznavaniu sprememb DNK na pod-
lagi nastanka in ločevanju heterodupleksov' Za razliko od SSCP je njena občut-
ljivost skoraj 1oO%o, ker je optimalne pogoje analize heteroduplekov mogoče
Zelo natančno napovedati' Metoda hkratnega pomnoŽevanje od ligacije odvis-
nih sond (MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) omogoča
odkrivanje odstopanja v številu kopij DNA in je primerna predvsem za dolo-
čanje delecij in duplikacij, kijih je z drugimi metodami teŽko določiti. Metoda
TaqMan je novejŠa metoda, primerna zazelo hitro in natančno genotipizacijo
velikega Števila vzorcev, obenem pa na osnovi sledenja PCR v realnem času
omogoča tudi natančno kvantifikacijo izraianja genov. Metodo TaqMan odliku-
jejo predvsem visoka občutljivost in specifičnost, odsotnost "post_PCR'' kora-
kov, zmanjšano tveganie kontaminacije s prenosom, zmoŽnost obdelave veli-
kega števila Vzorcev, kratek čas analize in skoraj popolna avtomatizacija. Edina
metoda, s katero neposredno dokaŽemo mesto mutacije, je določevanje nuk-
leotidnega zaporedja oziroma sekvenčna analiza. Klj ub pomem bnemu napred-
ku v zadnjih letih zaradi avtomatizacije in hitrosti izvedbe ter neradioaktivnim
postopkom je metoda še vedno precej draga in zamudna, zato se v moleku-
larni diagnostiki običajno uporablja v zadnji stopnji, ko je treba vzorec DNK' v
katerem smo odkrili mutacijo z drugimi metodami, potrditi oziroma točno dolo_
čiti mestô okvare. DNK-mikromreŽe (DNA microarrays) omogočajo analizo
celotnega genoma. Hibridizacije potekajo na t. i. DNK-čipih z visoko ločljivo-
stjo. Ločimo DNK-mikromreŽe, s katerimi ugotavljamo razlike v izraŽanju posa-
meznih genov in DNK-mikromreże, s katerĺmi določamo polimođizme in muta-
cije v posameznih genih ali skupini genov.
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MUTATION ANALYSIS IN FAMILIAL BREAST CANCER
PATIENTS
Erik Teugeles, Jacques De Grěve
Fľee University of Brussels
Abstľact: Using a combination of three complementary screening tech-
niques we investigated 186 Slovenian families with 2 or more cases of
breast/ovarian cancer and found a cancer predisposing mutation in 57 fami-
lies (30%). when considering families with more than 4 breast cancer cases or
with at least one ovarian tumouĹ the mutation recovery rate rises to 50%. The
BRCA|/2 mutations found in the Slovene population are distributed over the
whole length of both genes but because of the high incidence of a few of
these mutations, a restricted molecular screening covering only four DNA
fragments can identify two third of them. A limited screen can thus be offered
to persons that do not meet the strict intake criteria. Finally, since the genetic
cancer predisposing factor seems to be missed in a significant Íraction of the
families (50% oÍ Slovenian families), efforts are made worldwide (1) to amelio-
rate the screening efficiency of the BRCA1/2 genes and (2) to identiÍy other
breast cancer predisposing genes.
Breast cancer is a very common disease affecting some 10% of western
Women. Although the disease occurs mostly in the sporadic form, Íamilial
clustering is observed in about 10o/o oÍ the cases. Linkage analyses per-
formed in the early nineties, aimed to identify the chromosomal regions
involved in this genetic cancer predisposition, indicated that 2 loci located at
17 q21 and 1 3q 1 2 must be responsible Íor the disease in 80%o of high risk fam-
ilies. Two breast cancer predisposing genes, BRCAI and BRCA2, were iden-
tified respectively in 1994 and '1995. From that moment on, molecular analy-
ses of the BRCA1 and BRCA2 genes became possible, and knowing the dis-
ease causing mutation in a pańicular family became a very impońant tool for
the counselling of this familY.
BRCAI and BRCA2 are very large genes organized in respectively 23 and 27
exons. Moreover, it became rapidly clear that the identified mutations are dis-
tributed over the whole length of the coding sequences. Mutation screening
thus appeäred to be a time and money consuming enterprise and the need for
selective intake criteria was obvious. Today, mutation analysis of the full cod-
ing sequence of BRCA1 and BRCA2 can be offered by the maiority of the
genetic diagnostic laboratories, although the used screening techniques may
vary somehow.
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ln our laboratory (VUB Brussels) we use a combination of 3 different tech-
niques to screen the BRCAI/2 genes. The analyses are performed on genom-
ic DNA prepared from blood samples of cancer affected persons.
The Protein Truncation Test (PTf) is applied for the analysis of the few large
exons. Genomic stretches of DNA obtained by pcR are used lN VlrRo to
generate the corresponding protein sequences. These proteins are subse-
quently analysed on a polyacrylamide gel. A control person (with wild type
DNA sequences) will generate a protein with a specific length. However, a
patient carrying a nonsense or frameshift mutation in one allele will in addĺtion
show a second band on a proteln gel, the smallest one corresponding to the
mutant form. The advantage of the PTT technique is that it is less time con-
suming, can be applied on relatively large pCR fragments (and thus conve-
nient for the analysis of large exons), and all identified mutations can be clas-
sified as cancer predisposing since they generate truncated proteins.
Disadvantage is that we miss the missense mutations. However, this is not
seen as very disturbing since only very few missense mutations can be clas-
sified as cancer predisposing at this moment. The majorĺty of them are benign
polymorphisms or are reported as "unclassified variants" and thus non-infor-
mative for clinical purposes.
The Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) is used to analyse all the
remaining protein encoding small exons (57 in total). pcR fragments are first
generated Íor each of these exons. The fragments are then heat denatured
and renatured. when performed on a control sample (both alleles being iden-
tical and wild type), this will generate only one type of double stranded DNA
molecules. However, heterozygous mutation carriers will generate 4 different
types of DNA duplexes: 2 homoduplexes and 2 heteroduplexes. These 4
duplex molecules have each a specific temperature at which the DNA strands
will separate. When loaded and run on a polyacrylamide gel in which an
increasing denaturing gradient has been build up, fragments will migrate until
they reach a position in the gel where the DNA strands will separate. since a
40 base pair long sequence with high GC content (the GC clamp) was added
artificially at one end of the PCR Íragment (via a modified PcR primer), the
DNA strands will not totally separate but remain attached at one extremity.
This will result in the generation of a conformation that prevents further migra-
tion through the gel. Heterozygous mutant samples will thus show 4 bands
after gel migration, control samples only one. The DGGE method works well
on 200-300 base pair long DNA fragments, and is thus adequate for the anal-
ysis of small exons. ln contrast to the PTT method, DGGE picks up the mis-
sense mutations, but since most oÍ them are benign polymorphisms, many
"Íalse positives'' will be identified.
The two techniques presented here above are able to detect mutations affect-
ing only one or a few nucleotides (missense, nonsense, inserlions or deletions
a few nucleotides long). However, more recently several groups reported dele-
tions or duplications involving one or several consecutive exons. These muta-
tions are probably generated when a recombination occurs between mis-
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aligned sequences. Since the intronic sequences of BRCAI are very rich in
repetitive elements (e.9. Alu repeat), misalignments and subsequent recombi-
nations can be expected and are indeed observed. Such mutations are almost
not encountered in the BRCA2 gene. ln the past, mutations involving large
stretches of DNA could be identified using time consuming techniques such
as Southern blots, but recently a new approach was developed (MLPA) that is
currently used for the routine screen of BRCA1 .
We applied the BRCA genetic analysis on 186 Slovene families, and a cancer
predisposing mutation was detected in 57 of them. Although the mutations
were dispersed over the whole length of the BRCA'I and BRCA2 coding
sequences, 5 distinct mutations occurred very frequently in the population.
This clustering has very important consequences for the genetic screen.
lndeed, since the analysis of only 4 PCR fragments led to the identiÍication of
the cancer predisposing mutations in 39 of the 57 BRCA1/2 positive Slovene
families (68%), the genetic screen will always be initiated at these 4 particular
DNA regions. Moreover, persons or families who do not strictly meet the
including criteria for the genetic screen can be submitted to a restricted anal-
ysis (e.g. women with bilateral breast cancer or women who developed breast
and ovarian cancer). A population based study can eventually be perÍormed
on the Slovene population to estimate the frequency oÍ BRCA mutations in
isolated breast cancer patients (male or female).
one of the mutations Írequently occurring in the Slovene population (lVS16-
2A>G) was found exclusively in Slovenia or at the Slovenian border in ltaly,
while 2 other recurrent mutations (1806C>T and 5382insC) have been
encountered in many other countries. Very unexpected is the frequent occur-
rence of cancer predisposing missense mutations affecting one of the con-
served residues that define the RlNG Íinger motif located near the protein NH,
terminus (encoded by exon3 and exons of BRCA1).
ln breast cancer only families (no cases of ovarian cancer) with 5 or more can-
cer patients we could identify aBRCA1/2 mutation in about 5o%o oÍ the fami-
lies. When less breast cancer cases occurred in the Íamily' the mutation
recovery rate also decreases (e.9. only 12%oin families with 2 breast cancer
cases). A possible explanation Íor this observation is the occurrence of sever-
al sporadic breast cancers within a same family. A similar decrease of the
recovery rate is not observed however in families with breast and ovarian can-
cer. ln those families the mutation recovery rate is 50% independently of the
number of cancer affected relatives, confirming the hereditary nature of the
disease even in families with a restricted number oÍ cancer patients. Since the
highest observed mutation recovery rate in Slovene families is 50% even in
those families with a high number of affected relatives (and with ovarian can-
cer), we may suppose that a whole set of cancer predisposing mutations
escape to our attention. At least part oÍ them might be located in BRCA1
and/or BRCA2 but are not detectable with the currently used screening tech-
niques (e.g. mutations located in the promoter region or within intronic
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sequences distal from the intron/exon junctions). Mutations located in other
genes can also be responsible for the frequent occurrence of breast (and
ovarian) cancer in a Íraction of the families. HoWeVer such genes, with a clear
dominant cancer predisposing phenotype comparable to what is observed
with BRCAI or BRCA2 mutations, have not been reported yet.
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onkološko genetsko svetovanje je področje, ki doŽivlia izjemen razvoj. S
pomočjo biotehnologije vedno podrobneje spoznavamo vzroke za razvoi
rakov, med katerimi so mnogi dedni. V priču'iočem prispevku so predstavljena
načela onkološkega genetskega svetovanja.
Osnove onkološkega genetskega svetoYanja
Rak je bolezen, ki ima svoj vzrok v mutaciii ali mutacijah DNK (deoksiribonuk-
leinska kislina), zaradi katerih se celice nenadzorovano delijo in postanejo
nesmńne. Večinoma gre za mutacije, ki se v celici kopičijo ščasoma v toku
Življenja. ob kombinaciji ravnopravšnjih mutacij celica postane mali9na. Takim
rakom pravimo sporadiěni raki.
Pri okoli 10% bolnikov z rakom ugotavljamo kopičenje istih vrst raka v druŽini,
bolniki zbolevajo mlajši od povprečja za posameznega raka, pogostejši so bilat-
eralni raki parnih organov. Takim rakom pravimo Íamiliarni raki. Sumimo lahko'
da je vzrok zalakvzorec zbolevania deden. Familiarni raki, za katere poznamo
gen (ali gene), ki mutirani privedejo do bolezni, pa se imenujejo dedni raki.
Familiarni in dedni raki so predmet onkološkega genetskega svetovanja.
Za onkoloŠko genetsko svetovanje veljajo enaka pravila kot za genetsko sveto-
vanje nasploh. Genetsko svetovanje je definirano kot "proces komunikacije, ki
se ukvarja s človekovimi stiskami povezanimi s pojavljanjem (ali ogroŽeno-stjo)
genetske napake v druŽini". V tem procesu sodeluje eden, ali več, za to
usposobljenih ljudi, ki imaio za nalogo:
1' razloŽiti vse medicinske vidike obravnavane genetske napake (diagno-
stika, verjeten potek bolezni in moŽnosti zdravljenja)
2. razloŽiti vpliv dedovanja na pojav bolezni in ogroŽenost druŽinskih
članov
3. predstaviti vse vrste razpoloŽljivih ukrepov v soočanju s povečano ogro-
Ženostjo
4' izbraIi ukrepe, ki so najprimernejši, upoštevaje stopnjo ogroŽenosti, Živ-
ljenjske cilje druŽine, etična in verska načela druŽine.
5. Najbolje prikrqiti izbiro ukrepov za Vsakega člana druŽine posebej
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Načela, ki jih moramo pri genetskem svetovanju upoŠtevati so:
1. sodelovanje ogroŽenih oseb je prostovoljno
2. nujen je podpis soglasja
3. svetovalec ne sme vsiljevati ukrepov kadar ni dokazov, da je ena izbira
boljša od druge.
4. upoštevanje psihosocialnih in čustvenih vidikov soočanja z dedno
ogroŽenostjo
5. zaupnost
Namen onkoloŠkega genetskega svetovanja je poiskati posameznike in dru-
Žine, kjer bi bil vzrok Za pogosto zbolevanje za nekaterimi raki lahko deden in
jim svetovati najprimernejše ukrepe. Z ukrepi Želimo zmanjšati zbolevanje
in/ali umrljivost za rakom, ter olajšati Življenjsko stisko oseb iz ogroŽenih dru-
żin'
onkološko genetsko svetovanje ima več stopenj;
ĺ. ocena verjetnosti dednega raka.
ocena temelji na natančni druŽinski anamnezi' Zbrati moramo čimveč
podatkov o Vseh boleznih v druŽini (vsaj za prvi dve koleni) in biti po-
zornĺ na: hĺstoloŠko diagnozo, Starost ob pojavu bolezni, bilateralnost
ali multiple rake. Histološke diagnoze zbolelih sorodnikov moramo pre-
veriti. Pomembni so tudi podatki o zdravih članih druŽine.
Pri oceni ogroŽenosti za nekatere rake (dojka, široko črevo) so nam na
voljo matematični modeli, s katerĺmi izračunamo verjetnost mutacije v
druŽini in verjetnost, da bo preiskovana oseba V svojem Življenju
zbolela za določenim rakom'
Ce je verjetnost, da je zbolcvanje za rakom (ali raki) v druŽini posledica
mutacije znanega gena dovolj visoka, svetujemo genetsko testiranje
2. genetsko testiranje
Danes poznamo številne gene, katerih mutacije povzročajo rake. Ge-
netsko testiranje svetujemo takrat, ko je verjetnost mutacije pri
preiskovani osebi vsaj 10%o. Pri avtosomnem dedovanju testiramo
najprej' če je le mogoče' Že zbolelega člana druŽine; verjetnost, da
bomo našli mutacijo je tako kar dvakrat višja, kot če bi testirali npr.
sorodnika v prvem kolenu .
Pri razlagi rezultata genetskega testiranja moramo upoŠtevati
. analitsko zanesljivost testa
lzvid testiranja je odvisen od natančnosti testa in kako skrbno je bil izve-
den
o kliniěni pomen testa
Pomeni verjetnost, da bo preiskovana oseba, kjer smo našli mutacijo,
zbolela za določenim rakom. odvĺsna je ne samo od najdene mutacije,
temveč tudi od vrste mutacije in okolja iz katerega oseba izhaja' Slednje
lahko vpliva na penetranco mutacije (penetranca pomeni verjetnost, da se
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3. svetovanie Pri nedednem raku
Kot smo Že omenili, pogosto najdemo druŽine, ki so mocno ogroŹene za
nekatere rake, z genetskim testiranjem pa mutacije ne najdemo. Razlogov
za večjo ogroŽenost je lahko več (še neznan gen, nizka penetranca
mutacije, multifaktorsko dedovanje, okolje..) Ne glede na negativen izvid
testirańja tudi tem druŽinam pred|agamo ukrepe, največkrat pogoste kon-
trole.
lastnost zapisana v genih, izrazi), zato je lahko pomen mutacije v različnih
okoljih raziičen. oboje govori, kako pomembno je opraviti raziskave v
vsakem okolju posebej (tudi v Sloveniii)'
o kliniěna uporabnost test
Zanima nas, kakšno korist bo imel nosilec mutacije, če se odloči za pred-
lagane ukrepe. Ukrepe, ki jih predlagamo nosilcem mutacij, lahko razde-
limo v tri skuPine
Namen je s pogostimi kontrolami odkrivati čim zgodnejše stadije bolezni
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ĐEDNI RAK DOJK IN JAJčNIKoV
JanezŽgajnar,Mateja Kľajc' Nikola Bešió, Maľko Hočevar,
Cvetka Bilban Jakopin, Kataľina Lokaľ, Sľdjan Novaković,
Vida Stegel, Miljeva Rener, Aleš Vakselj
onkološki inštitut Ljubljana
Enako kot za druge rake, tudi za rak dojk ĺn jajčnikov velja, da jih je velika
večina sporadičnih in le okoli 5 % dednih. Dedni raki dojk só uóčinoma
posledica mutacij genov BRCAI in BRCA 2 in le redko drugil-r genov v sklopu
nekatsrih sindromov (Li-Fraumeni- mutiran p53, Cowden _ ńutiran PTEN,
Muir-Torre- murtirana MSH2, MLH1, peutz-Jeghcrs, ataxia -teleangiectasia).
Dedni ľaki jajčnikov so v 90oź posledica mutacij BRCA1 in BRCÁ2, v pri-
bliŽno 10%o rakov pa so v sklopu HNPCC -mutirana gena hMLH'1 ali hMSH2.
Dednega raka dojk ne moremo obravnavati ločeno od dednega raka raka
jajčnikov, ker so vzrok za obe bolezni v večini primerov mutacijě istih genov,
BRCA 1 in BRCA 2. Gena BROA 1 (BREAST CANCER) in nnćA 2 so odkrili
sredi 90 let v druŽinah s kopičenjem raka dojk in jajčnikov. Prvo odkritije dobil
ime BRCA 1 (leŽi na 'l7 kromosomu) ter drugo odkriti BHCA 2 (leŽi nai s Lro-
mosomu)' Spadata med t.i. tumorske zaviralce (angleško 'tumor Supressorgene). Za oba gena je značilno, da sta zelo velika in da imata po več področij
z repetitivnimi (ponavljajočimi ) sekvencami; zaradi obojega je oenetsko testi-
ranje tehnično zelo zahtevna naloga.
Posledice mutacij genov BRCA1 in BRCA 2 so pogostejše zbolevanje za
nekaterimi raki pri nosi|cih teh okvar' Verjetnost, oa oo zeństa, nosilka take
okvare, v svojem Življenju zbolela za rakom dojk, je kar med 4O-8O% (sĺcer
med 6-'1 0%); zelo velika je tudi verjetnost, da bo zbolela za rakomjajčnikov in
sicer med 20-40% (sicer med 1-2%). Zapisane številke so zgolj oríentacijsxe;
pomembno je namreč, kateri od obeh genov je mutiran in za katero mutacijo
gre' Prĺ mutacijah gena BRCA 1 je ogroŽenost za rak dojk in jajčnikov bliŽje
zgornjim vrednostim, pri BRCA 2 pa, vsaj za rak jąčn|kov, spodnjim.
(ogroŽenost za rakajajčnikov pri nosĺlkah mutacij BRcA 2 je viŠja, če mutaci-
jaleži na t.i. "ovarian cluster region") Nosilke mutacĺj gena BRCA 1 zboleva-
jo v povprečju mlajše kot nosilke mutacij BRCA 2.
Mutacija BRCA 2 močno poveča ogroŽenost za rak dojk tudi pri moŠkih' Rak
dojk je med moškimi sicer zelo redka bolezen in predstavlja manj kot 1%
rakov dojk. Med nosiĺci mutacije BRCA 2 pa jĺh zboli tudi do is%.
Zelo je pomembna tudi vrsta mutacije ĺn kje na genu je do nje prišlo.
ogroŽenost za zbolevanjem (penetranca) je lahko mnogo niźja, rot ńa primer
prĺ mutaciji gena BRCA2 odkriti med lslandci, Ąer je za rak dojk pri Ženskah le
okoli 40 %o.
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V nekaterih zaključenih in zaprtih skupinah ljudi (narodnostnih ali zemljepis-
nih), se pojavljaio za to skupino tipične mutacije. Take mutacije so našli pri šte-
vilńírl narodirl, na primer pri Judih, lslandcih, Nizozemcih in - kot kaŽe - tudi v
S|oveniji. To genetsko testiranje močno poenostavi in tudi poceni'
V druŽinah, v katerih je mutacija navzoča, najdemo kopičenje bolezni, Sorod-
niki zboleva1o v mlajših letih, več je tudi primerov, ko Se bolezen pojavi na
obeh dojkall. Raki dojk pri nosilkah mutacij BRCA 1 so v povprečju bolj malig-
ni (visoka malignostna stopnia, negativni estrogenski receptorji, negativni pro-
geštronsri receptorji, negativen Her-2- po genskem podpisu sodijo med
"basal type" rake dojk), kar pa ne drŹiza BRCA 2'
Mutacije genov BRCA 1 in BRCA 2 so povezane z večjo ogroŽenostjo tudi za
nekateie áruge rake. Pri nosilcih mutacij gena BRCA 1 je ogroŽenost za raka
širokega črevesa 2 krat večja kot pri nenosilcih. Mutacija gena BRCA 2 je po-
,"runá s kar 7 krat večjo ogroŽenostjo zaraka prostate pri moŠkih. Mutacija
BRCA2 povezana tudi z povečano ogroŽenostjo za raka trebušne slinavke,
Želodca in melanomom.
Gledano s strogimi genetskimi merili se bolezen prenaŠa avtosomno rece-
sivno, glede na visoró verjetnost zbolevanja nosilcev mutacij pa govorimo kar
o avtosomno dominatnem načinu dedovanja.
Ukľepi pľi nosĺlcĺh mutacĺj BRCA 1 ali BRCA2
Na voljo je več različnih ukrepov, ki pa imajo vsi pomankljivosti. o vseh
moŽnostih se z nosilcem mutacij BRCA 1 ali BRCA 2 natančno pogovorimo'
Prizadeti osebi prepustimo izbiro, ki ji najbolj ustreza'
1. Pogoste redne kontrole
Dojka:
o redno mesečno samopregledovanje (1 0. dan od začetka zadnie menstru-
acije) od 18 leta naPrej
. klinični pregled vsakih 6 mesecev od 25 leta naprej
. mamograÍija 1x letno od 25-35 leta naprej
o ultrazvok 1x letno od 25-35 leta naprel
. magnetna renonanca dojk
Namen pogostih kontrol je odkriti bolezen čimbolj zgodĄ' V oporo So nam
podatki 
'neŘaterih 
raziskav, ki kaŽejo, da aktivno mamografsko presejanje za
rak dojk lahko zmanjŠa smńnost za to bolezniio tudi do 30%-Ti izzidi seveda
ne veljajo samoumevno tudi za nosilce mutacij genov BRCA 1 ali BRCA2. V
zadnjem času se kot rutinska preiskava vse bolj uveljavlja magnetna resonan-
ca, ri je v primerjavi z ostalimi slikovnimi preiskavami mnogo bolj občutliiva
preiskava pri tej skupini Žensk
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Jajčnik:
o klinĺčni pregled 1x letno od 30-35 leta naprej
o transvaginalni ultrazvoklx letno od 30-35 leta naprel
o CA'ĺ25 ]x letno od 30-35 leta napĘ
Uspešnost zgodnjega odkrivanja raka jajčnikov je manj prepričljiva, kĺjub temu
pa ostaja ena od moŽnih ĺzbir.
2. Preprečevanje nastanka bolezni z zdravíli
(Kemopreventiva)
Nekatere raziskave so namreč dokazale uspešno preprečevanje raka dojk pri
določenih skupinah ż.ensk z uporabo zdravil, t.i. selektivnimi blokatorji hor-
monskih receptorjev. Zanesljivih podatkov o ospešnostĺ te strategije ni, zato
danes kemopreventivo pri nosilcih mutacij genov BRCA ĺ ali BRćA 2 lahko
predlagamo le okviru kliničnih raziskav.
Vse kaŽe, da uporaba oralne kontracepcije pri nosilkah mutacij BRCA 1 in
BROA 2 zniža ogroŽenost za rakom jajčnikov. Sporna ostaja jporaba hor-




. Odstranitev obeh dojk
' obojestranska odstranitev dojk s takojšnjo rekonstrukcijo (z umetnimi vsad-
ki ali z lastnim tkivom _ reŽnji)
r obojestranska podkoŽna odstranitev dojk z ohranitvijo bradavice in koŽne-
ga kolobarja in takojšnja rekonstrukcija
Najuspešnejši, in obenem najnasilnejši način zmanjševanja ogroŽenosti za rak
dojk je kirurški poseg. odstranitev obeh dojk (profilaŔtičnä mastektomĺja)
zmanjša Verjetnost zarak do)kza pribliŽno 85-90%. odstranitev obeh dojk je,
kljub morebitni rekonstrukciji, zelo nasilen poseg V celovitost Ženske s hudimi
psihičnimi posledicami. Stevilo 
-Žensk, kĺ se odloči za tak poseg je zelo odvis-no od okolja, v katerem Živijo. Še pred nekaj leti se je v EvropI, v nasprotju z
ZDA, za to moŽnost odločilo zelo malo Žensk. V zadinjih letih pa je število teh
posegov tudi v Evropi (in Sloveniji) vedno večje. Ker je odločitev za odstranitev
obeh dojk teŽka mora imeti Ženska za premislek navoljo vsaj pol leta časa ali
več.
Jajčnik
o Kirurška odstranitev jajčnikov z jajcevodi
Daleč najuspešnejŠa metoda preprečevanja raka jajčnikov je odstranitev
jajčnikov skupaj z jajcevodĺ (ogroŽenost zmanjša za g8o/Ą' odločitev za ta
poseg je laŽja kot to velja za dojke, čeprav še vedno ne lahka. Ker gre
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Večinoma za mlade Ženske, s tem posegom povzročimo predčasno meno-
pavzo in z njo povezane teŽave. Kljub temu smo mnenja, da velja premisliti o
tem posegu kmalu po tem, ko si Ženska ustvari druŽino. Z odstranitvijo
jajčnikov se zmanjša tudi ogroŽenost za raka dojk za pribliŽno 50oÁ. Zanimivo
je, da se ogroŽenost zmanjša tudi pri nosilkah BRCA 1 mutacij, pri katerih so
tumorji hormonsko neodvisni - pojav še ni pojasnjen, odpira pa številna
vpraŠanja biologije tumorjev.
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POTEK GENETSKEGA SVETOVANJA IN TESTIRANJA
NA oNKoLoŠKEM INŠTITUTU LJUBLJANA
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Marko Hočevar, Cvetka Bilban Jakopin, Srdjan Novaković,
Vida Stegel, Miljeva Reneľ, Aleš Vakselj
onkoIoški inštitut Ljubljana
Na onkološkem inštitutu Ljubljana smo začeli v februarju 2001 z genetskim
svetovanjem za dedni rak dojk in jajčnikov. Postopoma smo oz. širimo
dejavnost še na druge oblike dednega raka. Dejavnost izvaja multidisciplinarni
tim' ki ga sestavljajo zdravniki različnih specialnosti (kirurg, radioterapevt,
ginekolog, rentgenolog, psihiater, itd.), medicinska sestra, molekularni biolog,
psiholog.
Prvi stik pacienta z Ambulanto za onkološko genetsko svetovanje je največ-
krat po telefonu. K nam jih napotijo onkologi, ginekologi, osebni zdravniki,
Centri za bolezni dojk, druŽinsk| člani pri katerih je bila ugotovljena mutacija,
zelo pogosto pa se ljudje obrnejo na nas sami, ko zasledijo informacije o naši
ambulanti v medijih. Medicinska sestra v prvem pogovoru pacientu na kratko
razloŽi potek genetskega svetovanja ter mu poŠlje vprašalnik za zbiranje
druŽinskih podatkov (rodovnik) in informativno gradivo. Ko pacient vrne izpol-
njen vpraša|nik, sledi nadaljnja obravnava pacientďdrużine'
Pred genetskim svetovanjem medicinska sestra ĺz poslanih podatkov nariše
rodovnik, po dogovorjenih metodah oceni ali so izpolnjeni kriteriji za genetsko
svetovanje, naredi oceno tveganja za nastanek bolezni ĺn oceno verjetnosti
mutacije v druŽini. Ko so vsi druŽinski podatki zbrani in analizirani, medicins-
ka sestra predstavi druŽino ostalim članom multidisciplinarnega tima na red-
nih mesečnih sestankih. Medicinska sestra informira člane tima tudi o manj-
kajočih ali nezanesljivih podatkih, o posebnostih druŽine ter o Željah pacienta
glede svetovanja in testiranja. Glede na vse zgoraj navedeno se tim dogovori
ali je smiselno povabitĺ pacienta v ambulanto, ali je smiselno opraviti gensko
testiranje ter katere preventivne ukrepe oziroma program kontrol bi pacientu
priporočili glede na ocenjeno tveganje za nastanek bolezni in verjetnosti
mutacije. Pacientom, ki ne izpolnjujejo kriterijev za genetsko svetovanje,
poŠljemo priporočila z obrazloŽitvijo, ostale povabimo v ambulanto na genet-
sko svetovanje.
Na onkološkem genetskem svetovanju poteka s pacientom razgovor o dejav-
nikih tveganja za nastanek raka, o genih in dednem raku, o poteku in rezultatih
genskega testiranja, o zanesljivosti in omejitvah testov, o koristih in tveganjih
testiranja, o moŽnih ukrepih ob večji ogroŽenosti, o zaupnosti in zaščiti podat-
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kov ter o prostovoljnosti testiranja. V primeru, ko ne obstaja verjetnost dedne-
ga sindroma v druŽini (kar je bilo ugotovljeno na timskem sestanku) pacientu
testiranja ne ponudimo. Za pacienta izdelamo program kontrol glede na nje-
govo/njeno ogroŽenost' Sledenje pacientďdruŽine je s tem zaključeno oZ' Se
stik ponovno vzpostavi ob spremembah v druŽini (po|av novega raka).
V primeru verjetnosti dednega sindroma, pacientu oz. drugemu, bolj primer-
nemu druŽinskemu članu, ponudimo gensko testiranje. Ce pacient zavrne
testiranje, mu izdelamo program kontrolnih pregledov za nosilce mutacije.
Sledenje pacientďdruŽine je s tem zaključeno oz. se stik ponovno vzpostavi
naŹ"eljo pacienta. Ce se pacient odloči za testiranje, pred odvzemom krvi pod-
piše informirano soglasje.
Nadaljni ukrepi so odvisni od rezultata testa in od Želja pacienta. Negativnemu
izvidu (ni mutacije) sledi sporočanje rezultata, po-testno svetovanje in izdela-
Va programa kontrolnih pregledov' Sledenje pacientďdruŽine je zaključeno oz.
je odvisno od potreb pacientďdruŽine. Pozitivnem testu (mutaciji) sledi sporo-
čanje rezultata, po-testno svetovanje, izdelava programa kontrolnih pregledov
in preventivnih ukrepov, testiranje sorodnikov, po potrebi pogovor s psiholo-
gom, psihiatrom ter letni obiski ambulante za onkološko genetsko svetovanje.
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Uvod
V začetku leta 2001 smo na onkološkem inštitutu v Ljubljani pričeli z rutinskim
onkološkim genetskim svetovanjem in testiranjem osebam oz. druŽinam, pri
katerih sumimo, dagreza dedno obliko raka. Pri veliki večini oseb, ki so obi-
skale to ambulanto, je šlo za sum, da gre za dedno obliko raka dojk in jajčni-
kov. omenjeni vrsti raka predstavljata poleg raka širokega črevesa in danke
najpogostejšo Vrsto dednega raka. V prispevku bomo opisali svoje izkušnje z
onkološkim genetskim svetovanjem in testiranjem pri dednem raku dojk inlali
jajčnikov.
Namen
Dedni rak dojk in/ali jajčn|kov večinoma povzročata mutirana tumorska supre-
sorska gena BRCA1 in BRCA2' ogroŽenost za nastanek raka dojk je pri nosilcih
mutiranih genov BRCA|/2 (pri slednjem tudi pri moških) zelo velika, saj do 70.
leta starosti znaša 60-80 odstotkov. ob tem je treba poudariti, da je splošna,
doŽivĺjenjska ogroŽenost Žensk za nastanek raka dojk v Sloveniji 5,5 %. Tudi
ogroŽenost za nastanek raka jajčnikov je pri nosilkah mutacij večja in znaša
30-40 odstotkov pri mutaciji gena BRCA1 (do 70. leta starosti) in 20 odstotkov
pri mutaciji gena BRCA2. Mutacije omenjenih genov so povezane tudi z večjo
ogroŽenostjo za nastanek nekaterih drugih vrst raka; gen BRCA! povezujemo z
nastankom raka Širokega črevesa, BRCA2 pa z nastankom raka trebušne sli-
navke, ustne votline, Želodca in prostate. od prve identifikacije in kloniranja
obeh genov so znanstvenlki vpisali v bazo podatkov BIC (Breast Cancer lnfor-
mation Core) Že več kot 3700 različnih predispoziąočih mutacij, ki se pojav-
ljajo po vsej dolŽini obeh genov. Največkrat se določen tip mutacije pojavlja le v
neki druŽini. Pri nekaterih skupinah ljudi pa se specifična mutacija lahko pojav-
lja večkrat v različnih druŽinah. lmenujemo jo mutacija founder. Do sedaj so jo
največkrat odkrili pri aškenazi Judih, lslandcih in Nizozemcih. Ta mutacija zelo
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poenostavi in poceni genetsko testiranje, kadar je v neki populaciji dovolj po-
gosta.
Naš namen je identĺfikacija ogroŽenih druŽin in ugotavljanje pogostnosti in tipa
mutacij, ki se pojavljajo pri slovenski populaciji ter svetovanje o moŽnih pre-
ventivnih ukrepih pri posameznikih.
Mateľiali in metode
lndikacije za napotitev Žensk v Ambulantozaonkološko genetsko svetovanje so
naslednje: vsaj dve sorodnici v prvem/drugem kolenu, ki sta imeli raka na
dojkah/jajčnikih, kadar gre za rak dojk pred 40. letom, bilateralni rak dojk ali rak
dojk in jajčnikov pri isti bolnici, moŠki z rakom dojk. Testiranje Smo po predhod-
njem svetovanju in pisnem soglasju udeleŽencev, opravili pri vseh druŽinah' kjer
smo ugotavljali več kot 10 % verjetnost, da bomo mutacijo našli. Za računanje
ogroŽenosti uporabljamo tudi računalniška programa BRCAPRO@ in Myriad@.
oćena ogroŽenosti se ugotavlja za vsako druŽino posebej in sicer v okviru mul-
tidisciplinarnega tima, ki ga sestavljajo medicinska sestra, psiholog in zdravniki
različnih specialnosti: onkološki kirurg, radioterapevt, ginekolog, radiolog'
medicinski genetik in genetski svetovalec.
Analizo mutacij na genih BBCA| /2 izvĄamo z razlicnimi presejalnimi testi v
Laboratoriju Medicinske genetike, Oddelka za onkologijo na Svobodni univerzi
v Bruslju (Vrije Universiteit Brussel). Tako uporabljamo na velikih eksonih obeh
genov (ekson 11 na BRCA| in eksona 10 in 11 na BRCA2) PTT - test (Protein
Ťuncation Test), druge manjše eksone obeh genov in konca 5' in 3' velikih
eksonov pa anliziramo s DGGE - testom (Denaturing Gradient Gel Electro-
phoresis). Dobljene PCR fragmente nato analiziramo na sekvencioneriu (ALF
express automatic sequencer - Pharmacia). Vzorce, ki pokaŽejo ne-normalne
vrhove (mutacija ali polimorfizem), pozneje sekvencioniramo (sequenase Ver-
sion 2.0 DNA sequencing kit - usB) in ugotavljamo tip mutacij. Mutacijo founder
pa testiramo s hitro metodo za ugotavljanje ponavljajoče se mutacije, ki temelji
na PCR. Uporabl|amo poseben modiÍiciran primer, ki ustvari specifično restrik-
cijsko mesto v divjem tipu fragmenta, ne pa v mutiranem POR-fragmentu.
Rezultati
od oktobra 1999 do maja 2005 je bilo preko specialistov različnih specialnosti v
našo ambulanto napotenih 371 bolnikov in njihovih svojcev (341 Žensk in 30
moških). Vsi so pred prvim obiskom dobili osnovno informacijo o svetovanju in
testiranju ter izpolnili vprašalnik o druŽinski obremenjenosti. Kriterijem za genet-
sko testiranje ali presejanje je zadostilo 217 pacientov iz 153 druŽin. Pet
posameznikov (štiri Ženske in en moški), ki so izpolnjevali pogoje za testiranje se
ni odločilo za test. Testiranje smo tako opravili pri 212 posameznikih iz 148
drużin.
Diagnosticirali smo 67 nosilcev mutacij (59 Žensk in 8 moških) iz 40 druŽin
fl-abela 1). BRCA 1 mutacijo smo našli pri 40/148 (27'0o/o) druŽinah in pri
67 /21 2 (31 .6%) testiranih posameznikih.
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ldentifĺcirali smo osem BRCA! mutacij (18o6c>T, 3ooT>G, 3o0T>A, 31oG>A,
5296del4' 5382insC, 967ins7, 962del4) pri 25 druŽinah (pri 41 posameznikih)
in sedem BRCA2 mutacĺj (lVS16-2A>G, 1756G>T' 2041insA, 3493c>T,
4206ins4, 5579insA, 5837TC>AG,) prĺ 1 5 druŽinah (pri 26 posameznikih).
Mutacija lvs16-2A>G na BRCA2 genu je bila najdena pri devetih druŽinah (17
posameznikih). Pri devetih druŽinah (1 1 posameznikov) smo našli mutacije na
petem exonu na BRCAI genu (300T>G,300T>A in 310G>A). pri osmih
druŽinah (15 posameznikov) smo diagnosticirali mutacijo 18o6c>T na BRCAĺ
genu. Mutacija 5382insC na BRCA| genu je bila najdena pri treh druŽinah
(devet posameznikov). Mutacija 967ins7 na genu BRCA| je bila najdena pri
dveh druŽinah (dva posameznika).
Vse ostale mutacije (5296de14, 962del4 na BRCA| genu in 5579insA,
3493C>I 4206ins4, 5837TC>AG, 2041insA, 17S6c>T na BRCA2 genu) smo
diagnosticirali le po enkrat ffabela 1).
Tabela 1: BRCA1 ĺn BRCA? mutacije prĺ slovcnskih družinah z rakom dojk in/ati jajčnĺ-
kov.
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Fenotipi drużin z BRCA! / 2 mutacĺjo:
V Tabelĺ 2a in 2b so prikazane diagnoze, starosti ob diagnozi ter Število
obolelih za posameznim rakom pri vsaki druŽini posebej. Sešteli smo tudi
sorodnike V prvem kolenu, ki so stari več kot osemnajst let in so zboleli za
rakom. Sindrom dednega raka dojk smo našli pri petnajstih druŽinah, pri eni
pa smo našli sindrom dednega raka jajčnikov.
Ne glede na BRCAPRo @ in Myriad @ izračun smo po predhodnjem soglasju
testirali osemnajst moŠkih z rakom dojk in pri treh (16.60/o) smo mutacijo tudi
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Tabela 2a: družin z BRCA1
Legenda:
F - Ženska, |\ł- moški
OC - rak jajčnikov, BC - rak dojk, |\ĺM - maligni melanom, CC - rak Širokega Órevesa, pan - trebušna slinavka,
GC - rak Želodca, pro - prostata, LC - rak pljuČ, Ca - rak' (-) ni podatka
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Vsi bolniki z rakom v posamezni
dľužini $tarost ob diagnozi)'






í8 let z rakom /
Št. vseh sorcdnikov
nad 18 let
Družina Spol in diagnoza
testiľanega (starost
ob diagnozi)
4Bc (50,42' 69'-)'1 oc (50)' ĺcc
(56), rak iezika {45)
ĺ806c>T 5/101 Ę oc (54)
1t3 1 oc (47)' 1 pan Ca (ô1)' 'lCC (-)'
lGC (60)
Ę Bc (25) 1 806C>T2
2BC (36,49), 1 Ca jeter (-), 1 Ca grla
f)
'ĺ806c>T 2t63 Ę Bc (50)
'l BC+OC (34,48), 1 BC (34), 10C
(62)
1 806C>T 1134 F
013 1 0c (54)' 1 Bc (45)' 2Lc (ô3'-)' 1
Ca srla (53)
Ę 0c (32) 1806ĎT5
zCC (50,74)1806C>T 1/106 Ę BC+OC (53' 56)
114 ĺBc (53}F. BC+OC (ô2,ô2) 1 806C>T7
4BC (38,48,53,61)2t6I t 0c (48) 1 B0ôc>T
217 ĺ oc (52)' zBC (64'70), 1Ca
maternice (50)
Ę Bc (50) 300T>G9
1oc (55}' ícc (-)300T>G 21810 Ę BC+OC+BC
(3e,75,52)
ĺ BC+BC (49'62)' 1 Bc (79)' 4cc
(42,66,78,88),2GC (96,-), 1 Pan Ca
(57), 1 pro Ca (70)
300T>G 3/611 Ę Bc (46)
(50)' 1 pľo Ca (63),
(52)
í oc {36)' ]Bc
1 Ca poŽiralnika
300T>G 21612 Ę BC+BC (sa'fi)
íBc (38)300T>G llB13 Ę 0c (69)
ĺBC+BC (40'40)' 2Bc (50,70)1t514 F 300T>A
ĺBc {39)300T>A 1/7Ę Bc (55)
(-) Ca larynx (-)F, BC+BC (3ô'40) 300T>A16
3/7 1 BC+oC (-,-), í Bc (68)' 1 ca
ieter Í80)' 1Gc(70)
52) 300T>A17 Ę BC+BC+OC (38' 4{
í 0c (60)' 1Bc (40)' 1cc (-)' 2
levkemiia (20,62)
31oG>A 1121B Ę Bc (45)
2 Bc {39'4í}' 1 oc (36)5296de14 21919 Ę BC+BC (50'66)
2Bc (34,-)' 1cc (-)' ĺ levkemija
68)' ĺMM (25),2 sarkom (-'-)
5382insC 3/920 Ę Bc (23)
217 í oc (50l' ĺcc (45)F. BC+BC (33,46) 5382insC21
1BC (44), 1Ca maternice (71)53B2insC 0/522 Ę BC+BC (34'36)
ĺ oC+BG+BC {6l'63'66)962del4 11323 Ę Bc (35)
1 0c (68}' 1Gc (73), 1 Ca sečnega
mehuria (61)' 'ĺLC (-)
967ins7 1t524 Ę 0c (57)
3/9 2 Bc (33'49), ĺ BC+panCa (60'60]Ę Bc (52) 967ins725
-^:l: /J- .- -r- !nasll (ova sta l[nela ÍnutaclJo lVs16-2A>G 
' 
eden pa 4206ins4 mutacijo, obe na
BRCA2 genu).
Kot je razvidno iz Tabel 2a in 2b se fenotipi družin z BRCA1 /2 mutatacijo med
seboj razlikujejo glede na starost ob diagnozi in tipu raka, kĺ se pojavlja v
posamezni druŽini. Vsaj zaenkrat, tipa mutacije ne moremo povezovati z dru-
Žinskim fenotipom. Povprečna starost ob diagnozi pri nosilcih BRCA1 mutacĺj
je 48.5 let, pri nosilcĺh BRCA2 mutac|j pa 50.7. Razlika ni bila statistično potr-
jena, P-0.26.
Tabela 2b: Fenotipi družin z BRCA2 mutacĺjo'
Legenda:
F - Ženska, M- moŠki
0C - rak jajčnĺkov, BC - rak dojk, MBC - moški rak dojk, CC - ľak šiľokega Örevesa pan - trebušna sljnavka,
GC - rak Želodca, pro - prostata, LC - rak pljuč, Ca - rak, (-) ni podatka
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18 let z rakom /
Št. vseh sorodnikov
nad ĺ8 let
Vsi bolniki z rakom v posameznĺ
družini (starost ob dĺagnozi),
sorodniki v prvem kolenu - krepek
tisk (bold)
zo Ę Bc (30) lvs í6.2bG 1/3 2 MBC (64,65), I 0C(-),6BC
(68,79,-, ,-,-)
27 Ę Bc (29) lvs 1ô-2A>G 0/4 lBC (42)
28 Ę BC+BC (51'53) tvs 16-2A>c 3/ô 3Bc (36'60'64)' 1 Ca grĺa (-),
ĺLc (50)
29 Ę Bc (55) lvs 16-2A>G 3/7 7 BC (32,39,39,40, 42,43,45), 1
BC+BC (50,57), 2CC (50,74),
ĺ pan Ca (49)
30 Ę Bc (3B) lvs 16-2bG 1/3 2 BC (41 ,45), ĺ BC+BC+pan Ca
(48,52,66), 1 LC (70)
31 Ę OC+BC+BC
(39,58,58)
lvs 1ô-2bG 1lB 2Bc (58'68)' pan Ca (60), 'ĺ Ca
ščitnica (-)
őz Ę Bc (ô0) rvs 16-2bG 4110 3Bc (33'50,5ĺ), 1cc (ô2)'1
levkemija (65)
ĘBC+BC (55'60) lvs 16-2A>c 2/11 2Bc (50'5í)' 'ĺ pro Ca (50)
34 Ę Bc (54) tvs 16-2bG 1/4 1BC+OC (53,7s), 3BC (54,42,-),
lCC (-),
lGC (85)
Ę BC+OC p5'50) 3493C>T 3/6 1Bc (39), ĺGG (44)' ĺ Ca
mateľnični ural|22|
36 M' NłBc (50) 4206ins4 1/5 I 0c (40), 1BC (5e)
J/ Ę OC+BC (73'7a) 5579insA 013 Ni dľugih rakov v družini
38 Ę BC+BC (41'43) 5837TC>AG 1lÉ 1 BC+BC (57,7 2\, zBC (40,50),
1pan Ca (25)' 1cc (70)' í ca
žolčnika (75)
39 Ę Bc (51) 1756$T 3/9 í BG+GC (30' 68}' í Bc (38),
levkemija (67)
40 M, no Ca 204ĺinsA 3/5 sBC (36,43,55,60,73), I LC(60)
Tabeli 3a in 3b prikazujeta seštevek posameznikov z BRCA1 ali BRCA2 mu-
Iacijo z isto diagnozo. opaziti je predvsem razliko med Številom rakov dojk. Pri
druŽinah z BRCA| mutacijo je v druŽini povprečno 2.6 primerov raka dojk' pri
druŽinah z BRCA2 mutacijo pa je to število skoraj še enkrat višje' in sicer 4.3.
Moške rake dojk smo našli le pri druŽinah z mutacijo na BRCA2 genu. Za vse
ostale rake imamo za enkraŁ še premajhno število pozitivnih druŽin, da bi
lahko iz rezultatov karkoli sklepali.
Täbeli 3a ĺn 3b prikazujeta seštevek posameznikov z BRCA1 ali BRCA2
mutacijo z isto diagnozo' opaziti je predvsem razliko med Številom rakov dojk.
Pri druŽinah z BRCA1 mutacijo je v druŽini povprečno 2.6 primerov raka dojk'
pri druŽinah z BRCA2 mutacijo pa je to število skoraj še enkrat večje, in sicer
4.3.
Rake dojk pri moŠkih smo našli le pri druŽinah z mutacijo na BRCA2 genu. Za
vse ostale rake imamo za enkrat še premajhno število pozitivnih druŽin' da bi
lahko iz rezultatov karkoli sklepali.
Tabela 3a: Število botnikov z rakom iz 25 BRCA| družin
Legenda:
oC - rak jajčnikov, BC - rak dojk' CC - rak širokega črevesa, GC - rak Želodca, pan -
trebušna slinavka, pro - prostata, Ca - rak
Tabela 3b: Števi|o bolnikov z rakom iz 15 BRCA2 pozitivnih druŽin
Ď(. oc cc GC MBC pan Ca
Št. bolnikov z rakom iZ
15 BRCA2 pozitivnih
druŽin
65 6 5 3 3 3
Legenda:
BC - rak dojk' oC - rak jajčnikov, CC - rak širokega črevesa, GC - rak želodca, MBC - rak dojk
pri moškem, pan - trebušna slinavka, Ca - rak
Zaključki
Testiranje genov BRCÁ 1 in BRCA2 je ponudilo nove moŽnosti svetovanja dru-
žinam, kjer se rak dojke in/ali jajčnika pojavljata pri več krvnih sorodnikih iste
druŽine. V Sloveniji se Svetovanje, ki temelji na analizi mutacij nudi relativno
kratek čas in zanimalo nas je, kakšna je odzivnost naše populacije na tak tip
Svetovanja' Na začetku našega projekta smo preko Centra zabolezni dojk na
svetovanje aktivno vabili bolj ogroŽene druŽĺne. lnformacija o moŽnem sveto-
vanju in testiranju se je hitro razširĺla in sedaj na svetovanje prihajajo pacienti,
ki jih napotijo zdravniki različnih specialnosti, največkrat splošni/druŽinski
zdravniki ali ginekologi. Pri nas opaŽamo, da se visok odstotek ljudi' ki ustre-
zajo pogojem za testiranje, Za test tudi odloči. Le pet posameznikov (3.3%) iz
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153 druŽin se za test ni odločilo' Druge raziskave poročajo o višjih številkah. V
Belgiji recimo, testiranje odkloni okoli dvajset odstotkov pacientov. Ta razlika
gre najverjetneje na 1ąf,un "predizbora" ljudi' ki pridejo na svetovanje. V
ambulanto prihajajo v glavnem Že informirani pacienti, ki si Želijo testiranja
inlali informacije o realni oceni ogroŽenosti. Drug moŽen razlog za visok odziv
na ponujeno testiranje pa je še vedno dokaj visoka raven zaupanja, ki so jo
deleŽni slovenski zdravniki. Vsekakor pa je visoka odzivnost lahko tudi
potrditev pravllnega multldlsclpllnarnega pristopa k genetskem svetovanju in
tetsiranju. Pri raziskavi smo opazili, da se informacija o mutaciji v druŽini ne
razširi na vse moŽne inlali mogoče nosilce. Krvni sorodniki, ki bi lahko pode-
dovali mutacijo, se v nizkem odstotku udeleŽijo svetovanja. Vzroka za ta pojav
ne poznamo, saj zaenkrat še nimamo pravnega mehanizma, preko katerega bi
lahko prišli v stik s krvnimi sorodniki. Verjetno nekateri ne Želijo vedeti podat-
ka o moŽni mutaciji in posledični večji ogroŽenosti, drugi panĄbrż ne dobijo
Ustrezne informacije od sorodnika, pri katerem smo mutacijo Že našli in najbrŽ
sploh ne vedo, da moŽnost testiranja obstaja. Ta problem opisujejo tudi druge
raziskave. Zadnje każejo' da je informacija' ki jo sorodnikom posredujejo Že
testirani posamezniki največkrat nepopolna in da si skoraj večina Želi sveto-
vanja in tudi testiranja za dedni rak dojk inlalijajčnika.
Zanimal nas je tudi vzorec mutacij, ki se pojavlja pri slovenski populaciji in
fenotip teh druŽin. Predstavljamo rezultate prvih 148 testiranih druŽin z rakom
dojk inlali jajčnika. Poročamo o visoki stopnji detekcije mutacij (27.0o/o), kar je
več, kot v primerljivi literaturi inkaŽe, da smo izbrali primerno metodo selekci-
je posameznikov, ki ustrezajo testiranju. ldentificirali smo 15 različnih mutacij
pri 40-tih druŽinah. Vec mutacij smo našli na BRCA1 genu, kar je v skladu z lit-
eraturo.
Najbolj pogosta mutacija, ki se pojavlja pri slovenskih druŽinah z rakom dojk
ĺnlali jajčnikov je lVS16-2A>G mutacija na BRCA2 genu. To je mutacija, o
kateri smo Že poročali in je bila odkrita najprej, dokazali pa Smo tudi njen
founder učinek. Do sedaj so jo opisovali le dvakrat, enkrat je o njej poročal dr.
Santarosa iz Aviana, mesta V ltalĺji' ki je od slovenske meje oddaljen 50 km.
Drugič pa je o mutaciji poročala drużba Myriad; našli naj bijo pri američanih,
ki izvirajo iz zahodne evrope. To mutacijo bi radi še napĘ raziskovali in jo
povezali s klinično-patološkimi značĺlnostmi tumorjev pri nosilcih mutacij.
Druga zelo pogosta mutacija, ki smo jo diagnosticirali pri 8/40 družinah je
1806c>T mutacija na BRCA! genu. Ta mutacija je znana kot švedska founder
mutacija, našli pa so jo tudi pri Špancih, Nemcih, Avstrijcih, ltalijanih in
Nizozemcih.
Deset krat smo našli mutacije na petem eksonu BRCA| gena. 300T>G je
najbolj pogosta in se velikokrat pojavlja tudi pri naših sosedih ltalijanih.
Literatura poroča o tej mutaciji tudi na Poljskem, Ceškem in Madžarskem.
Kot vidimo, se Vse tri mutacije pojavljajo tudi pri sosednjih državah; Avstriji,
ltaliji in na MadŽarskem, na Žalost pa nimamo podatkov o mutacijah v drŽavah
bivše Jugoslavije. Le ena objavljena raziskava o mutacijah v Srbiji opisuje
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BRCA1 5382insC mutacijo, ki je znana kot Židovska mutacija in se pogosto
pojavlja v centralni in vzhodni Evropi. Pri nas smo to mutacijo našli pri treh
druŽinah.
Mutacije 1806C>T, 300T>G, 300T>A, 5382insC na BRCA! genu in lVSl6-
2A>G na BRCA2 genu predstavljao 72.5 % vseh diagnosticiranih mutacij pri
populaciji, ki Živi na področju Slovenije.
Kot je razvidno iz Tabele 2a in 2b, zaenkrat ne moremo poročati o razlikah
med fenotipi druŽin glede na posamezen tip mutacije' Potrebovali bi večji
Vzorec za dokazovanje statistično značilnih razlik. Pri druŽinah z BRCA1 /2
mutacijami poleg raka dojk in jajčnikov opaŽamo še rak trebušne slinavke, rak
širokega črevesa, rak prostate, rak Žrela, rak ž.elodca, rak maternice in še
nekaj drugih posamičnih rakov, kar je v skladu z literaturo.
V Sloveniji smo uvedli rutinsko genetsko svetovanje in testiranje za BRCA| /2
mutacije pri druŽinah, kjer se rak dojk inlalijajčnikov pojavlja bolj pogosto kot
pri sploŠni populaciji. Pacienti kaŽejo velik interes za svetovanje in testiranje,
informacija o mutaciji v druŽini, pa se slabo prenaša med sorodniki.
ldentificirali smo pet najpogostejših mutacij(1806c>T' 300T>G' 300T>A'
5382insC naBRCA1 genu in lVS16-2A>G naBRCAZ genu), ki se polavljajo pri
slovenski populaciji in pokrivajo 72.5%o vseh odkritih mutacij. Te informacije
bodo s|uŽile tako drugim drżavam, kot tudi naŠim laboratorijem, saj je s poz-
navanjem najbolj pogostih mutacij v regiji, svetovanje in testiranje lahko bolj
natančno, hitrejše in cenejše.
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DOKAZOVANJE MUTACIJ V BRCA1 GENU Z
ANALIZO TALITVENE KRIVULJE PCR PRODUKTOV
Srdjan Novaković, Vida Stegel, Mateja Krajc, Janez.Žga1nar,




Rak dojke je z nekaj več kot 1000 novimi bolnicami na leto na. prvem mestu po
številu obolelih Žensk za rakastimi boleznimi v Sloveniji. Številka vključuje
sporadične in dedne oblike raka dojk. Dedne oblike raka dojke so najpogo-
słeje povezane z mutacijami v BRCA1 in BRCA2 genih' Zato se številni stro-
kovnjaki s tega podro ćia zavzemď1o za genetsko testiranje bolnikov, pri kate-
rih o'bstaja .ut na dedno obliko bolezni. Testiranje bolnic/kov in njihovih
sorodnikov je dokaj teŽavno zaradi zahlevnosti metod genetskega testiranja'
stroškov testiranja in nezadostnega poznavanja in predvidevan|a vseh moŽnih
vplivov dokazane mutaciie pri nastanku raka dojke. V tem delu predstavljamo
o.noun" metodološke podatke za odkrivanje petih različnih mutacij v BRCA1
genu pri bolnicah/kih s karcinomom dojke in njihovih sorodnikih. Mutacije
ia06i'T, 3ooT>G, 3ooT>A, 31oG>A, 5382ins6 določamo s pomočjo polime_
razne veriŽne reakcije (PCR) v realnem času in analizo talitvene krivulje. Pri-
merjava z direktnim sekveniranjem le pokazala, da je uporabljena metoda do-
volj bbčutljiva in hitra za dnevno rutinsko določanje mutacij v DNA izolirani iz
periferne krvi.
Uvod
Pet do 10% vseh primerov raka dojk so dedna oblika te bolezni. od vseh ded-
nih rakov dojk so le{i posledica mutacij V genu BRCA1 v pribliŽno 20o/o do
40% in v genu BRCA2 v 10% do 35%. lnciden ca raka doik je pri nosilkah/cih
mutacij v genu BRCA1 okrog 50%. Poleg tega imajo nosilci teh mutacij
povečano tveganje za nastanek raka jajčnikov, širokega črevesa in prostate.
v primeru, da poznamo vrsto in mesto mutacije, jih lahko relativno enostavno
in hitro dokaŽemo. Ena skupina metod za hitro določanje mutacij temelji na
pomnoŽevanju tistih delov gena, kjer mutacijo pričakujemo, ter vezavi speci-
iičnin sono nä pomnoŽeno Ďľlł. lz nastalih razlikv talitveni krivulji prinemuti-
ranih in mutiranih genih potrdimo prisotnost mutacij. V tem prispevku prikazu-
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Mateľiali in metode
Genomsko DNA smo izolirali iz periferne krvi preiskovancev s pomočjo "DNAblood isolatiop fti1" (Quiagen, Hilden, Germany). primerje in sonde .ro r".-
novali in oblĺkova|i v našem laboratoriju, sintetizirala pa jirl 1o firma TlB Molbiol
(Berlin, Germany).
PCR v realnem času in analizo ta|itvene krivulje smo opravili na Light Cyc|er-
ju (Roche Molecular Biochemĺcals, Mannheim, Germany) po navoäilih proiz-
vajalca (Light Cycler Fast Star1 master hybridization probes, Roche Molócular
Biochemicals). Če na kratko povzamem - DNA smo pomnoŽili s pomočjo PCR
z našimi primerji. K meŠanici smo dodali še specifične hibridizacijske sonde,
ki so nosile fluorescentna barvila. Po končani PCR smo opravili talítveno anal-
izo produktov, na katerih so biĺe Vezane sonde, ter uootovĺlĺ prisotnost
mutacij.
i^ń^ 
^^ĺ^x^^l^ -^^^:LjctIlo oolocanje Znanln mutaciJ V geÍlu BRCAi - i806C>T, 300T>G' 3U0ĺ>A,
31OG>A, 5382insC z uporabo PCR v realnem času.
Rezultati ĺn dĺskusija
Različne vrste raka so povezane z mutacijami v genih BRCA| in BRCA2. Med
najpogostejš|mi so rak dojk, jajčnikov, trebušne slinavke, prostate, jajcevodov,
rak grla, ter levkemije in limfomi pri odraslih. Kljub Številnim vrstań rakov, ki
nastanejo kot posledica mutacij v omenjenih genih, so nosilke/ci teh mutacij
predvsem rizič,ne/i za nastanek raka dojk inlali jajčnikov. Mutacije v genih
BRCA| in BRCA2 povečajo verjetnost nastanka raka dojk glede ná normalno
populacijo tudi za 10x. Tveganje za nastanek raka jajčniŕov je pri nosilkah
mutacij V genu BRCA1 glede na normalno populacijo 5-7x večje, medtem ko
je pri nosilkah mutacij V genu BRCA2 nekoliko manjše in je 2-ix večje kot pri
normalnĺ populaciji.
Upoštevajoč, da je s|ovenska populacija dokaj etnično omejena in da je rak
dojk na prvem mestu od vseh rakastih bolezni pri Ženskah v Sloveniji, .'b l"ta
Tabela 1. Mutacije pri stovenskih botnikih, ki smo jih določati z metodo PCR v realnem
času ter z analizo talitvene krivutje produktov.
- število pozitivnih Vzorcev,
talitvene krivulje produktov
sekvenčno anaIizo
ki smo jih določili z metodo PCR v realnem času in analizo





Št. Lc pozitivnih/št' s
sekv. reak. potrjenih -
1 B06C>T 177 12 12/12
300 T>c ot 4 4/4
300T>A 5 0 0/2
31 oc>A 2 I 1/1
53B2insC 17 4 4/4
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2OO1 začeli z genetskim svetovanjem in testiranjem oseb, ki so navajale več
primerov raka dojk ali jajčnikov v druŽini.
Na onkološkem inštitutu Ljubljana določamo prvenstveno tiste mutacije, ki so
seizkazale kot najbolj pogoste v slovenskih druŽinah. Med te sodijo mutacije
v genu BRCA| - 1806C>T, 300T>G, 300T>A, 310G>A, 5382insC in pridoblje-
na slovenska mutacija lVS162A>G v genu BRCA2. Metoda, ki smo jo uvedli za
testiranje mutacij 1806C>T, 300T>G, 31OG>A in 5382insC v genu BRCA1,
popolnoma korelira z rezultati sekvenčne analize, ki je bila opravljena v
Laboratory of Medical Genetics - Vrije University Brussels fabela 1). V
primeru mutacije 300T>A pa s to metodo nismo uspeli potrditi prisotnosti
mutacij, ki so jih sicer dokazali s sekvenčno analizo.
Zaključek
Na osnovi naših rezultatov in rezultatov sodelovanja z laboratorijem iz Bruslja
lahko zaključimo, da smo uspešno zasnovali in oblikovali primerje in sonde za
dokazovanje mutacij 1806C>T, 300T>G, 31OG>A in 5382insC v genu BRCA1 .
Po optimizaciji je metoda PCR v realnem času in analiza talitvene krivulje pro-
duktov izredno občutljiva (senzitivna) in kot taka uporabna za do|očanje mutacij.
Čeprav smo primerje za mutacijo 300T>A pravilno izbrali in pripravili, metoda ni
bila dovolj občutljiva in je toĘ neuporabna za rutinsko določanje te mutacije.
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onkološki inštitut Lj ubljana
Rak širokega črevesa 1nŠČ; se pojavlja tako pri moških kot pri Ženskah in je
eden najpogostejših rakov nasploh ter drugi najpogostejši vzrok smr1i med
malignimi boleznimi. Največkrat se RŠČ pojavlja sporadično, Ęer zbolita le
eden ali dva sorodnika. Včasih pa zasledimo druŽine, kjer se RSC pojavlja bolj
pogosto. Pri 20 odstotkih novo odkritih RSC ugotavljamo dedno obliko raka,
za katero je značilno, da več posameznikov iste druŽine v več generacijah
zboli za nŠČ inĺali za raki, ki so povezani z RŠČ. Ti bolniki so pogosto mlajši
in zbolevajo pred petdesetim letom. Nekateri bolniki z dednim RSC pa lahko
zbolijo tudi za več kot enim rakom'
Kako se deduje nŠČr
Nastanek dednega RŠC povezujemo z dedovanjem genetske spremembe
(napake), zaradi katere je oseba, ki to napako podeduje, bolj ogroŽena. Torej
verjetnost, da se RSC pojavi pri nekom, ki to gensko spremembo podeduje, je
večja glede na splošno populacijo, ni pa nujno, da se rak tudi razvije.
Genetsko zasnovo podedujemo tako po mami kot po očetu. Ta genska infor-
macija "pove" našemu telesu, kako naj se razvija in raste' Posamezni deli te
genetske zasnove se imenujejo geni. Včasih pride do napake v določenem genu
in gen zato ne deluje pravilno. Taka napaka se imenuje mutacija. Znano je, da.ie
osnovna funkcija nekaterih genov ta, da varujejo naŠe telo pred razvojem raka.
V primeru, da ima posameznik mutacijo na takem genu, le-ta ne more delovati
pravilno in varovalne funkcije ni več. Taka oseba ima zato večjo Verjetnost zaraz-
voj raka, govorimo torej o več'ii ogroŽenosti. Ni pa nujno, da se rak tudi razvije.
Dednost nŠc je precej kompleksna in se pojavlja v okviru več sindromov.
oglejmo si dva najpogostejša.
1. DEDNI NEPoLPoZNI RAK DEBELEGł čnEvnsł
ali HNPCC (heľeditaľy nonpolyposis colon cancer)
HNPCC predstavlja 2-3 odstotke vseh rakov širokega črevesa. Kljub imenu
"nepolipozni'', pri tem sindromu najdemo adenomatozne polipe' čeprav jih je
malo. Ta oblika raka širokega črevesa se pogosteje pojavlja v desnem širokem
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črevesu. HNPcc se deduje avtosomno dominanto. To pomeni, da imajo nosil-
ci mutacije (okvare) na genu, ki je odgovoren za razvoj HNPCC, SO-odstotno
verjetnost, da mutacijo prenesejo na svoje potomce. Lahko pa povemo tudi
drugače; otroci nosilcev mutacije imajo SO-odstotno-verjetnost, da mutacije
ne podedujejo in imajo isto ogroŽenost za razvoj RSC kot njihovi vrstniki, ki
druŽinske obremenjenosti nimajo.
80 odstotkov nosilcev mutacije bo za časa njihovega Življenja zbolelo za RŠC,
v povprečni starosti 44 let' Zelo pogosti so tudi drugi raki izven širokega čre-
vesa. Verjetnost, da bodo nosilcl mutacije zboleli za karcinomom endometrija,
je do 60%' jajčnika do 12%, Želodca do 19o/o ter v nekaj odstotkih Še za ra_
kom sečil, ledvic, Žolčnika, centralnega Živčnega sistema in ozkega črevesa.
Kakšni so símptomipri HNPCC?
Večina bolnikov s polipi inlali rakom debelega črevesa in rektuma je bľez
težav. Věasih pa lahko opazimo določene opozorilne znake:
1. svetlo rdečo kri v blatu
2. obdobja zapĄa in driske
3. krčevita bolečina v področju Želodca
4. odvajanje tankega blata
5. pogost občutek napihnjenosti v predelu trebuha
6. počasno in nenamerno izgubljanje telesne teŽe
Poudariti pa je treba, da ni varno čakati na te opozorilne znake. Pomembno je,
da osebe, ki so druŽinsko ogroŽene, začno dovolj zgodaj s kontrolnimi pregle-
di, pa čeprav se dobro počutijo in nimajo zgoraj opisanih teŽav.
Diag no stič ni kriterij i
Ker se HNPCC klinično lahko kaŽe različ,no, je bila nujna uvedba kriterijev, po
katerih sindrom spoznamo.
1 . Vsaj trije sorodniki z RŠČ; od teh eden V prvem kolenu. ostala dva sorodni-
ka morata biti v dveh zaporednih generacijah, vsaj eden je moral zboletĺ
pred 50. letom starosti.
2. Osebe, ki so zbolele za dvema rakoma, povezanima z HNPCC.
3.osebe z RŠC in sorodnikom V prvem kolenu z RŠc inlali s povezanim
rakom in/ali kolorektalnim adenomom; vsaj eden od rakov odkrit pred 45
letom starosti in adenom odkrit pred 40 letom starosti.
4. osebe z RŠČ di karcinomom endometrija, zbolele pred 45 letom starosti'
5. osebe z RŠC, zbolele pred 45 letom starosti.
6. osebe z adenomi, mlajše od 45 let.
Kako poteka te stiranj e ?
Test mikrosatelitne nestabilnosti (MSl) in genetsko testiranje
HNPcc povzročajo mutacije na enem od petih do sedaj znanih genov
(hMLH1, hMSH2, hMSH6, PMSI in PMS2). Zakar 95 odstotkov vseh HNPCC
so odgovorne mutacije na prvih dveh genih, hMLHI in hMSM2.
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Testiranje se izvaja po dveh Poteh:
Test mikľosatelitne nestabilnosti (Msl) se uporablja za ugotovitev verjet-
nosti, da je tumor posledica mutacije (okvare) na enem izmed naštetih genov' Pri
90-95 odstotkih oseb z mutacijami hMLHI in hMSM2 najdemo mikrosatelitno
nestabilnost; vedeti pa moramo, da jo najdemo tudi pri okoli 15 odstotkih spo-
radičnih RŠČ.
Ponavadi se test opravi na koščku tumorja, ki ga kirurgi odvzamejo med ope_
racijo. Koščki tumorjev se hranijo v patoloških laboratorijih.
Genetsko testiranje za mutacije (okvare) na enem od petih genov Se, če je le
moŽno, opravi najprej pri najmlajšem obolelem druŽinskem članu, ki po pred-
hodni privolitvi odda krvni vzorec. Glede na ta rezultat pa potem obravnavamo
Še druge druŽinske člane'
Kakšni so ukrepi pri ugotovljenem HNPCC?
1. POGOSTE KONTROLE
Upoštevaje večjo ogroŽenost Za nŠČ in pojavnost drugih rakov pri
HNPcc začnemo z pogostimi kontrolami v mlajših letih. Za vsako druŽino
in druŽinskega člana se izdela program kontrolnih pregledov.
2. PRoFlLAKTlcNl KlRURŠKl PoSEGl
Upoštevati moramo, da dokazov o uspešnosti kirurških posegov v zmanj-
ševanju smrtnosti pri nosilcih mutacij v do sedaj objavljeni literaturi ni. Vse-
eno pa priporočajo preventivno odstranitev debelega črevesa pri
. osebah s HNPCC, pri katerih so odkrili adenome
. osebah s HNPCC, ki ne Želijo pogostih kontrol
Kot moŽen ukrep pri Ženskah z HNPCC pa opisujejo tudi preventivno odstra-
nitev maternice in odstranitev jajčnikov z jajcevodi.
2. Familĺaľna adenomatozna polipoza (FAP)
FAP je dedna bolezen odgovorna za 1 odstotek vseh RŠČ. Vzrok za FAP je
mutacija gena APC. Bolniki s to mutacijo imajo SO-odstotno verjetnost, da bo-
do okvaro prenesli na svoje potomce. Z drugimi besedami lahko tudi rečemo,
da imajo potomci bolnikov s FAP SO-odstotno verjetnost, da bolezni ne pode-
duieio.
Pri bolnikih najdemo od več sto do več tisoč polipov po širokem črevesu, ki se
začnejo pojavljati v povprečju V starosti 16 let. Razen izjem se bo pri vseh
prizadetih.osebah razvil RSC, v povprečni starosti 39 let.
Klinična diagnoza
Diagnozo postavimo na dva načina:
1 . Če najdemo več kot 100 adenomatoznih polipov;
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2. Multipli adenomatozni polipi pri osebi, ki je več kot 5O-odstoino ogroŽena,
da ima FAP.
Bolniki s FAP imajo lahko prirojeno hipertrofijo pigmentnega epitela retine,
adenome dvanajstnika in polipe Íundusa Želodca' Bolj so ogroŽeni tudi za
nekatere rake izven širokega črevesa, kot so: karcĺnom dvanajstnika (do 1o %),
ščitnice, trebušne slinavke in Želodca ter hepatoblastom pri otrocih do 10 leta
starosti.
Genetsko testiľanje
Podobno kot pri HNPcc tudĺ tu za ugotavljanje mutacije (okvare) na APC
genu potrebujemo vzorec krvi.
Ukrepí pri FAP
1. Pogoste kontrole
Priporočena preiskovalna metoda je sigmoidoskopija. Večina strokov_
njakov priporoěa zaěetek kontro| že v zgodnjih najstniških letih.
2. Profilaktični kirurški posegi
odstranitev širokega črevesa je edina zanesljiva preprečitev razvoja RŠC.
Ce se odločimo za ohranitev danke, je nujno bolnika nadzirali zaradi
moŽnega razvoja raka danke.
Za odstranitev širokega ěrevesa se odloěimo, ko pri kontroli naj_
demo polipe.
3. Kemopreventiva
Mnogo obetajo inhibitorji COX 2 (ciklooksigen aza 2), kl dokazano zmanj-
šujejo nastanek polipov. Neznano ostaja, če zniŽujejo tudi umrljivost.
Kemopreventiva zato ostaja domena raziskav.
Koristi genetskegű svetovanja in testiranja
Posamezniki, ki se zavedajo večje ogroŽenosti za razvoj rakave bolezni in
vedo, da so nosilci mutacije na genih, ki so odgovorni za razvoj FAp in
HNPOC' lahko laŽje in z večjo gotovostjo soodločajo pri programu kontrol in
rednih pregledov. Kot je razvidno iz napisanega, svetujemo posameznikom, ki
so bolj ogroŽeni za razvoj raka širokega črevesa, redne kontrole, ki se začno
veliko prej kot prisplošni populaciji. Po drugi strani pa lahko posamezniki, ki
niso nosilci ogroŽujoče mutacije, opustijo drastične programe kontrol in profi_
laktičnih ukrepov. Negativen izid testa lahko tako predstavlja olajšanje tako za
preiskovano osebo kot za njene sorodnĺke.
Nezanemarljivo pa je tudi poznavanje zdravega načina Življenja in sprememba
Življenjskih navad v luči zmanjšanja tveganja za razvoj rakavih obolenj.
Za oceno tveganja pri posamezniku potrebujemo druŽinsko drevo z natan-
čnimi podatki o obolevanju posameznih druŽinskih članov za več generacij. V
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primeru, da ugotavljamo večjo ogroŽenost, svetujemo genetsko testiranje naj_
prej najmlajšemu obolelemu, če je to seveda mogoče.
Za genetsko testiranje se vsak posameznik odloča samostojno in svobodno.
Tveganja in omejitve genetskegű testiranja
Za posameznike, ki so nosilci mutaci! in vedo zg visoko ogroŽenost za
določene rake, je ta inÍormacija lahko veliko breme' Čustvene stiske, depresi-
jaali jezapogosto spremljajo to spoznanie. Pri sorodnikih, kjer mutacijo nismo
odkrili, pa velikokrat opaŽamo občutek krivde.
V določenih primerih pa je negativen rezultat lahko neinformativen, kar po-
meni, da z zagotovostjo ne moremo trditi, da testirana oseba ni nosilka
mutacije, in da je ogroŽenost zazabolevanje za rakom Še vedno neznana.
če se za. test ne odločite
odločitev za genetsko testiranje je svobodna in morebitna odklonitev testi-
ranja je vaŠa pravica in ne sme v ničemer vplivati na vaše razmerje z
zdravnikom. V primeru, da se ne odločite za genetsko testiranje, vam bomo
svetovali program kontrol glede na vašo druŽinsko obremenjenost.
Zaupnost
Vsi podatki o rezultatu testiranja so tajni, osebje pazavezano k molčečnosti v
skladu zzakonom. Prav tako podatkov o testiranju in izvidu testiranja nima od
vas nihče pravice zahtevati, niti jih niste dolŽni nikomur posredovati.
ostali člani dľužine
Svetujemo, da vsak član prizadete druŽine opravi pogovor zzdravnikom, ki se
ukvarja z genetskim svetovanjem. odločitev o tem je seveda povsem svo-
bodna in vsakdo ima tudi pravico "NE VEDETI" in odkloniti tako pogovor kot
morebitno genetsko testiranje.
o vseh naštetih moŽnostih se lahko temeljito pogovorite z zdravnikom, ki vam
bo svetoval vam najbolj ustrezen ukrep.
Svoja vprašanja, Želje ali pripombe lahko pošljete na naslov:
Ambulanta za onkološko genetsko svetovanje,
onkoloŠki inštitut, Zaloška 2, 1105 Ljubljana.
Dodatne informacije dobite tudi:
- po telefonu: sestra Katarina Lokar 01 5222674
- e]ektronski pošti (klokar@onko-i'si)
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Povzetek
Mikrosatelitna nestabilnost (angl. kratica MSI) je fenomen, za katerega so zna-
čilne majhne delecije ali insercije v kratkih ponavljajočih se zaporedjih v tumor-
ski DNA v primerjavi z normalno DNA istega človeka. PribliŽno 10% vseh
kololekLalĺlih karcinomov Jé mlkrosatelitno nestabilnih, medtem ko je MSl
značilnost kar več kot 90% tumorjev bolnikov s sindromom Lynch. Bolniki z
MSl tumorji imajo boljšo prognozo, vendar zdravljenje s kemoterapijo s Íluo-
rouracilom prĺ njih nĺ uspešno. MSl status tumorjev pomeni tudi prvo selekcĺ-
jsko stopnjo pri presejanju sindroma Lynch. Za določitev MSl smo razvi|i nov
multipleksnĺ sistem za pomnoŽevanje mikrosatelitne DNA s petimi kvazi-
monomoŕnimi markerji. Nadaljnja strategija za presejanje sindroma Lynch, ki
temelji izključno na molekularnogenetskih spoznanjih (metilacĺji promotorja
gena MLHl in mutacijska analiza nekaterih genov DNA popravljalnega meha-
nizma), je stopnjo določitve podedovanih mutacij povečala s pribliŽno 65%o na
87Vu in nam omogočila identificiľat| nove bcllrlike s sindromom Lynch. Sin-
drom Lynch je najpogostejša avtosomno dominantno dedovana predispozici-
ja za kolorektalnĺ karcinom. Nosilci mutacije imajo 70-80% doŽivljenjsko
tvega-nost, da razvijejo sindrom Lynch, zato je potrebno, da v družinah, kjer je
ta sindrom prĺsoten, ugotovimo, kdo od druŽinskih članov nosi mutacijo.
Genetsko svetovanje in genetsko testiranje rizičnih sorodnikov, spremljanje in
preventiva s kolonoskopijo in kemoprevencijo omogočajo, da bolezen zasled-
imo v zgodnji še ozdravlj|vi obliki, kar je povezano z zmanjšanjem stroškov
zdravljenja in najpomembnejše s povečanjem preŽivetja bolnikov.
Pľedstavitev
Mĺkrosatelitna nestabilnost (angl. kratica MSl za Microsatellite lnstabĺlity) je
fenomen, katerega značilnost so delecije ali insercije znotrĄ tandemskih po-
novitev v tumorskĺ DNA v primerjavi z normalno DNA istega posameznika.
Mikrosatelitno nestabilnost so najpĘ opazili pri kolorektalnem karcinomu,
kjer je bilo pribliŽno 10% tumorjev mikorosatelitno nestabilnih' Z ozirom na
mikrosatelitno stanje lahko tumorje razvrstimo v tri skupine: visiko mikrosa-
telitno nestabilni (MSl-H) tumorji so nestabilni na vsaj 40% testiranĺh marker-
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jih; nizko nestabilni (MS|-L) tumorji izraŹĄo mikrosatelitno nestabilnost na
manj kot 40% testiranĺh markerjih; mikrosatelitno stabilni (MSS)tumorji niso
nestabilni na nobenem markerju. MSI tumorji predstavljajo tudi posebno
skupino tumorjev, ki ima specifične klinično-patološke značilnosti, bolniki s to
vrsto tumorjev pa imajo ugodnejšo prognozo.
80-90% vseh mikrosatelitno nestabilnih kolorektalnih tumorjev je sporadičnih'
ostali pa pripadajo bolnikom z dednim nepolipoznim kolorektalnim karcino-
mom, imenovanim tudi sindrom Lynch.
Sindrom Lynch je najpogostejša avtosomno dominantno dedovana predi-
spozicija za nastanek kolorektalnega karcinoma. Najobičajnejši način diag-
nosticiranja te bolezni je na osnovi druŽinske anamneze po amsterdamskih
kriterijih l in ll. V druŽini s sindromom Lynch so vsaj trije bolniki s kolorektalnim
karcinomom aliz drugim karcinomom, povezanim s sindromom Lynch (mateľ
nice, Želodca, ovarija, hepatobiliarnega in urinarnega trakta, moŽganov ali
koŽe) v dveh zaporednih generacijah in vsaj en bolnik je mlajši od 50 let.
Tumorji bolnikov s sindromom Lynch imajo visoko stopnjo mikrosatelitne
nestabilnosti, bolniki pa imajo podedovano mutacijo v enem od genov, ki
kodirajo proteine sistema za popravljanje napak pri podvojevanju DNA (ang.
kratica MMR za Mismatch Repair). Pri analizi mutacij v genih MMR so ugo-
tovili, da pri velikem številu bolnikov iz druŻin, ki so ustrezale amsterdamskim
kriterijem, niso odkrili podedovane mutacije, po drugĺ strani pa so bile mutaci-
je odkrite pri bolnikih iz drużin, ki niso izpolnjevale amsterdamskih kriterijev.
Zato je bilo potrebno razviti novo metodologijo za odkrivanje druŽin s sindro-
mom Lynch. Tukaj opisujemo našo strategijo za presejanje sindroma Lynch' ki
temelji izključno na molekularnogenetskih spoznanjih in je stopnjo določitve
podedovanih mutacij povečala s pribliŽno 65Yo na 87oÁ'
Molekulaľnogenetskĺ pľistop za odkľĺYanje visoko
mĺkľosatelitno nestabilnÍh tumoľjev in sindľoma Lynch
Molekularnogenetska strategija temelji na določanju mikrosatelitne nestabil-
nosti v novoodkritih primarnih kolorektalnih karcinomih. Določitev tumorjev, ki
so visoko mikrosatelitno nestabilni, je pomembna iz dveh vidikov: 1) omogoča
odkrivanje posebne skupine sporadičnih MSI-H tumorjev. Bolniki s to Vrsto
tumorjev imajo boljšo prognozo in pri njih je uspešnejša drugačna kemoter-
apija,2) predstavlja prvo stopnjo pri molekularni identifikaciji bolnikov s sin-
dromom Lynch. Narejeno je bilo Že veliko študij' da bi določili najprimernejši in
najobčutljiveši set markerjev za odkrivanje visoko mikrosatelitno nestabilnih
tumorjev, kĺ so vključeva|e tako dinukleotidne kot tudi mononukleotidne
mikrosatelitne markerje. lzdelali smo metodologijo, ki temelji na hkratni analizi
petih kvazimonomorfnih mononukleotĺdnih markerjev in pri kateri ni potrebno
analizirati normalnega tkiva bolnikov. Testirali smo jo na 595 novoodkritih
kolorektalnih karcinomih. 43 (7.2%) karcinomov je bilo vĺsoko mikrosatelitno
nestabilnih' Glavni molekularni vzrok mikrosatelitne nestabilnosti sporadičnih
kolorektalnih karcinomov je hipermetilacija promotorja gena MLHl, karci-
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nomov bolnikov s sindromom Lynch pa mutacije v genih MMR. Vsem MSI-H
tumorjem smo zato najprej določili stanje metilacije promotorja gena MLH1.
8/43 (18.6%) tumorjev ni imelo hipermetilacije, zato smo jih nadalje analizirali
na prisotnost mutacij v genih MMR. V 7 /8 (87.5o/o) tumorjih smo odkrili mutaci-
jo in s tem prisotnost sindroma Lynch.
Smiselnost molekularnogenetskega določanja sindľoma
Lynch
lzbira molekularnogenetskega pristopa za odkrivanje druŽin s sindromom
Lynch je pomembna iz več razlogov:
1) V številnih deŽelah ni mogoč dostop do registrov dednih oblik raka.
2) Tudi' če registri obstajajo, so številne mutacije v genih MMR naŠli v druŽi-
nah, ki niso izpolnjevale amsterdamskih kriterijev.
3) Ne glede na to, ali druŽina izpolnjuje amsterdamske kriterije, končno diag*
nozo sindroma Lynch lahko postavimo šele z odkritjem mutacije.
Potreba po populacijskem presejanju mikrosatelitno nestabilnih kolorektalnĺh
karcinomov in sindroma Lynch postaja vse pomembnejša zaradi uspehov v
preventivi po kolonoskopskih pregledih in obetov v kemopreventivi. V 15-let-
nem projektu, kjer so pri rizičnih posameznikih in nosilcih mutacije izvajali ko-
lonoskopijo na vsake 3 leta, so več kot za polovico zmanjŠali rizičnost za kolo_
rektalni karcinom in zmanjšali umrljivost za pribliŹno 65%o. Ker imajo nosi|ci
mutacije 70-80% doŽivljenjsko tveganje za kolorektalni karcinom, je smiselno
določiti druŽinske člane s prisotno mutacijo. Številne novejŠe študije so
pokazale, da je odlocitev za genetsko testiranje precej pogosta, če genetsko
svetovanje temelji na osebnem in pozornem posvetu. Po molekularno-
genetskem presejanju je mogoče spremljati druŽine s sindromom Lynch s pre-
ventivnimi pregledi in posegi Za preprečevanje razvoja bolezni.
Zaključek
PrĺbliŽno 10% sporadičnih kolorektalnih karcinomov in več kot g0% kolorek-
talnih karcinomov bolnikov s sindromom Lynch je mikrosatelitno nestabilnih.
Zaradi dovolj dobrega poznavanja molekularnih mehanizmov in razvoja
občutljivih in dovolj hitrih metodologij lahko zaključimo, da je postalo smisel-
no populacijsko presejanje mikrosatelitno nestabilnega kolorektalnega karci-
noma in sindroma Lynch na molekularno genetski osnovi. Bolniki z MSI-H
tumorji imajo boljšo prognozo, ne glede na status tumorja ob diagnozi v pri-
merjavi z bolniki z MSS tumorji in pri njih so uspeŠnejŠi drugačnĺ načini kemo-
terapije. Pokazali smo, da bolnike s sindromom Lynch lahko uspeŠno določi_
mo na osnovi analize MSl' metĺlacijskega Statusa promotorja gena MLH1 in
nadaljne mutacijske analize genov MMR. Genetsko svetovanje in genetsko
testiranje rizičnih sorodnikov, spremljanje in preventiva s kolonoskopijo in
kemoprevencijo omogočajo, da bolezen zasledimo v zgodnji še ozdravljivi
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obliki, kar je povezano z zmanjšanjem stroškov zdravljenja in najpomemb-
nejŠe s povečanjem preŽivetja bolnikov.
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MEDULARNI RAK ŠčIľľrcB _ DEDNA BoLEZEN
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Uvod
Medularni rak ščitnice (MTc)je rak praÍolikularnih ali C-celic ščitnice, ki so del
APUD sistema. Predstavlja 3-11o/o ščitnĺčih rakov, s skoraj enako ogroŽenos_
tjo obeh spolov.
Tumor je pritegnil posebno pozornost raziskovalcev zaradi raznolike klinične
s|ike, sinteze in izločanja bioaktivnih snovi, od katerih je najpomembnejŠi
kalcitonin, ki je praktično idealen tumorski označevalec. MTC je zanimiv tumor
tudi zaradi spremljajočih endokrinopatij (multipla endokrinopatija 2 (MEN2)) in
predvsem dejstva, da je lahko sporadična ali dedna bolezen. Slednjo ima25
do 30Yo bolnikov z Mf C, odstotek pa je po podatkih iz literature odvisen tudi
od intenzivnosti presejalnih programov.
Patogeneza sporadičnega MTC ni znana, razvoj pa poteka preko predstopnje
- hiperplazije C celic.
MTC se pojavlja dedno v sindromih MEN 2A, 28 in FMCT. Deduje se avto-
somno dominantno z visoko prodornostjo a različno izraznostjo. Vznik dedne
oblike MTC je posledica zarodnih točkastih mutacij RET proto-onkogena, ki
potem spremenjen vspodbudi procese maligne transformacije C-celic. Bolnik
navadno mutacijo podeduje in je prisotna tudi pri drugih članih krvnega sorod-
stva, lahko pa nastane >na novo<' RET onkogen z 21 eksoni vključuje tirozin
kinazni receptor, ki ima svoj ĺzvencelični cisteinski in znotrajcelični tirozin-
kinazni del. Na katerem delu nastane mutacija, v velĺki meri določa klinično
sliko, kar potrjujejo rezultatĺ presejalnih programov in spremljanje bolnĺkov.
Stalnost povezave med genotipom in fenotipom ima Že klinični pomen pri
načrtovanju preventivne odstranitve ščitnice
Zdravljenje vseh oblik MTC je kirurŠko. Totalna tireoidektomija s centralno dis-
ekcijo vratnĺh bezgavk je operacija izbora.
Dedne oblike MTC
Dedna oblika MTC brez drugih endokrínopatij (FMCT)
Dedna oblika MTC brez drugih bolezni sindroma MEN 2 je bila prvič opisana
1986. od sporadične oblike MTC jo ločimo s pozitivno druŽinsko anamnezo in
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dokazom zarodne mutacije. Mutacile na eksonu 11 (kodon 630) in na eksonu
1 0 (kodon 609, 61 1, 61 8, 620) so najpogosteje odgovorne za FMTC in redke-
je za MEN 2A. Do 1o% FMOT pa povzročijo tudi mutacije znotra|celičnega
iirozin-kinaznega predela gena na eksonu 13 (kodoni 768,79O,791), eksonu
14 (kodon 804) in eksonu 15 (kodon 891).
Glede na rezultate retrospektivnih Študii FMCT klinično poteka najbol| benig-
no. PodrobnejŠo delitev na FMTC in "druge FMTC" določa število druŽinskih
članov z MTC. Tako gre za FMTC, če so v druŽini vsaj 4 bolniki z MTC' pri
druŽinah z dvema ali tremi bolniki pa govorimo o drugih FMTC. Delitev je
nastala Z namenom, da se izognemo moŽnosti nepravilne klasifikacije bol-
nikov z MEN 2A, kjer se lahko feokromocitom (PHEO) pojavi kasneje kot
MTC, primarn i h i perparati reoid izem (PH PT) pa ni izraŹ.en.
MEN 2A
Točkasta zarodnamutacija na eksonu 1't , kodon 634, je odgovorna zapribliżno
80% MEN 2A. Sindrom v 10-60% dopolnjuje še PHEo in v 10-35% primarni
PHPT. (13-16) PHEo je pribliŽno v 50% bilateralen, maligen pa je v manj kot
10 %.
simptomatika PHEO je lahko zabrisana in hiperlenziia ie v zgodnjem stadi.iu
bolezni redka in po nekaterih študijah je kar 7 %o - 37% bolnikov brez vseh teŽav.
Zmerno zvišane vrednosti kalcija in I-PTH sta praktično edini znamenji PHPT
v sklopu MEN 2A. PHPT se razvila počasi in klinična slika ne odraŽa pato-
loških sprememb kot sta hiperplazija obščitnic in adenomi.
Med variante MEN 2A uvrščajo tudi MTC in cutaneus lichen amiloidozo - srbečo
dermatozo na koŽi med lopaticama ter MTC in Hirschsprungovo bolezen.
MEN 28
Deden sindrom predstavljajo MTC, PHEO v pribliŽno 30% -60% ter gan-
glionevromatoza sluznic s tipično marfanoidno postavo bolnikov in redko
žadebelitve Živčnih končičev roŽenice. Ganglionevromatoza se lahko pojavlia
v vseh sluznicah, najpogosteje pa prizadene sluznico ust, jezik in očesne
veznice, kar daje bolnikom Še dodatno tipičen izgled. V 90o/o prizadene tudi
GlT' obstipacije in megakolon v otroŠtvu sicer lahko dajo značilno klinično
sliko Hirschsprungove bolezni, a pri bolnikih z MEN 28 gre za ganglionevro-
matozo in ne agangliomatozo sluznice širokega črevesja kot pri Hirschsprun-
govi bolezni. V literaturi opisani primeri sočasnega pojava MEN 2 in Hirsch-
prungove bolezni pri bolniku so primeri MEN 24.
MTC je v sklopu MEN 2B po kliničnem poteku najbolj maligen. Klinično se
manifestira Že v ranem otroštvu in je v 90% jasno izraŽen in napredoval Že v
prvem desetletju Življenja. Mutaci'je na znotrajceličnem tirozin-kinaznem delu
RET proto-onkogena (ekson 16 kodon 918) pri 95% bolnikov z MEN 28 po-
vzročijo razvoj tipične klinične slike. Po navedbah nekaterih avtorjev kar 50%o
teh mutacij nastane 'de novo*, kar lahko daje varljiv vtis sporadičnosti'
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Diagnostika IVITC ĺn pľesajanje
Diagnostĺka k|inično izraženega MTC se ne razlikuje od diagnostike drugih
Ščitničnih tumorjev.
Diagnozo MTC dokončno potrdimo z imunocitokemičnim dokazom TC v
FNAB razmazih in histoloških preparatĺh.
Dedne oblike MTC lahko odkrivamo s presejanjem (screening) krvnih sorod-
nĺkov bolnika z MTC' uKlasičnoĺ presejanje s stimulacijskim iestom S penta-
gastrinom omogoča zgodnje odkrivanje MTC in njegove razvojne predsiopnje
HCC prĺ krvnih sorodnikih, ki še n|majo ali Še ne opazijo znamenj bolezni.
"Klasično" presejanje ni izvedljivo pri vsakem preiskovancu, saj je końtraindici-
rano pri nosečnicah, novorojenčkih, bolnĺkih z akutnimi razjedami Želodcain/ali
dvanajstnlka, astmatikih, bolnikih s koronarno boleznjo in viskoim krvnim pri-
tiskom, znanl pa so tudi sopojavi pri testiranju. Rezultate presejanja omejujejo
tudi tehnični pogoji, vključno z laŹno pozitivnimi in negativnimi rezultati siimu-
lacijskega testa. Ker s "klasičnim" presejanjem ugotavljämo prisotnost MTC pri
ogroŽenih sorodnĺkih v določenem času, moramo v primeru negativnega izvida
preiskavo ponavljati letno vsaj do preiskovančevega 45. leta.
S "klasičnim., presejanjem lahko odkrivamo le MTC, drugih spremljajočih bo-
lezni sindroma MEN 2 pa ne.
Genetsko presejanje ima namen odkriti nosilce specifičnih mutaoij REr
proto-onkogena pred razvojem MTC pri krvnih sorodnikov bolnika z MTC, pri
katerem smo določeno mutacijo Že dokazali. Že enkratna genske analize krvi
"ogroŽenĺh" sorodnikov omogoča določiti nosilce specifičnih mutacij RET
proto-onkogena, kar pomeni razvoj MTC tekom preĺskovančevega Življônja v
več kot 90%.
Gensko analizo krvi ponovimo lc pri odkriti mutaciji, pred zdravljenjenr bolnika,
da bi se izognili morebitni tehnĺčni napakĺ (zamenjava vzorca t<rvi itá.; Genetsko
presejanja praktično nima kontraindikacij, zahteva pa še bolj poglobijeno razla-
go namena in izvedbe presejanja ter razlago rezultatov, ki so dokočni'
Vsi pre_iskovanci morajo pisno potrditi pristanek na genetsko testiranje po
doloďih internih predpisov oz. zakona. odkrita in potrjena specifična mutaci-
ja RET protoonkogena je indikacija za preventivno odstranitev ščitnice.
Pri pregledovanih krvnih sorodnikih brez mutacij so moŽnosti za razvoj MTC
enake kot pri ostali populaciji.
S poznavanjem povezav med genotipom in fenotipom lahko poleg MTC pred-
vidimo tudi morebitno večjo moŽnost drugih bolezni sindroma ĺrĺĚn z
Naši bolnikĺ
V času 1979 _ 2003 smo genetsko testirali 69 od 98 bolnikov z MTC. Mutacije
smo našli pri 14 (20'2%) bolnikih in pri 16 od 3'l sorodnikov (51.6%).
Namen
Z genetskim presejanjem smo Želeli odkriti nosilce mutacij in tako morebitni
MTC v čim bolj začetni Íazi' Zanimal nas je tudi odnos med najdenim geno-
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tipom (mutacijo) in fenotipom (klinično sliko) dednih MTC pri naših bolnikih -
predvsem povezavo med mutacijami, velikostjo tumorja, stadi.iem, spremlja-
jočim PHEo in PHPT in starostjo bolnikov ob diagnozi MTC'
Rezultati
Pri naših bolnikih smo naŠli mutaci|e kodonov 618, 634,790 in pri eni bolnici
z MTC 28 kodona 918. S|ednja iezaradijasne klinične slike in dejstva, da je
bila mutacija dokazana v tumorlu, izpuščena iz nadaljnih preglednic'
Z genetskim presejanjem smo odkrili 3 nosilce mutacij, pri katerih se MTC še
ni razvil, kar je potrdila histologija po opravljeni preventivni tiroidektomiji
0-oNoM0).
v tabeli 1 so zbrani podatki o bolnikih z mutacijo kodona 634. Te mutacije smo
odkrili pri 15 (5o%) bolnikih (5M in 10Ž), starih't8-76 let, iz šestih druŽin.
pHEO in PHPT sta bila prisotna le v tej skupini bolnikov, in sicer 12 bolnikov s
PHEOin6SPHPT.
Tabela 1. Podatki o bolnikih z mutaciio kodonov 634
"lndex" bolniki povdarjeni; - števiko; bol _ bolniki; - Ženski; M - moški; PHEO -
feokromocitom; PHPT - Primarni hi perparatireoidizem ; AD - adenom; H - hiperplazija,
st.
bol
Številka Številka starost ob
družine bolnika diag. Spol PHEo PHPT TN|lł STADUMutaciia (exon í 1)
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D - desno; L - levo; TNM - UICC tumorska klasifikacija (1 e97)
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llgt3cije lodona 618 smo odkriti prig (30%) botnikih starih 12-6s tet (3M in
6Z) iz štirih druŽin. V tej skupini je bila tudi bolnica z MTC in Hirschpruňgovo
boleznijo v otroštvu, kar je redek primer, še posebej v povezavi z mutácijo
kodona 61 8.
Mutacije kodona 790 smo dokazali pri s (16.6%) bolnikih starih 16-74 let (1 M
in +Ž) iztreh druŽĺn'
Pri bolnikih z mutacijo kodonov 618 in 790 smo dokazali le MTC (FMTC) oziro-
Ľ1smo pritreh opravili preventivno tireoidektomijo (2 bolniciz mutacijo kodona
790 in ena z mutacijo kodona 61 8) kjer histoloŠko ni bilo MTC. Tabela 2.
Tabela 2. Podatki o bolnikih z mutacijo kodonov 618 in 790
"lndex'' bolnĺki povdarjeni;
UICC tumorska klasifikacija
- števiko; bol - bolniki; _ Ženski; M - moški; TNM -
(1 ee7)
Tabeia 3. Starost bolnikov ob dĺagnozi na spol in mutacije
SD - standardna deviacija
Zanimala nas je tudi povezava med starostjo in spolom naših bolnikov z MTC
ob dĺagnozi ter najdenimi mutacijami. Glede opaŽanja in majhno štev|lo bol-
nikov smo se odločilĺ in združili bolnike z mutacijami v cisteinskem delu RET
proto-onkogena (kodona 618, 634) ĺn jih primerjali z bolniki z mutacijami v tiro-









Spol Exon Mutacija TNM STADIJ
1 1 B6 ż 10 Cys -61 B-Ser T2bNOMO 2
2 24 EA M 10 Cys -6 1 8-Ser T2bN0|\ł0 2





94 12 M 10 Cys-61 8-Ser T1 bN1 bM0 a
5 5 101 12 Ż 10 Cys -61 8-Seľ TONOMO 0
6 5 97 43 Ż 10 Cys -618-Ser T2bN1 bM0 J
7 5 41 28 z ĺ0 Cys-6í8-Ser TĺbN1aMO 3
I í0 70 36 Ž ĺ0 Cys -6ĺ8-Phe T2aNíaM0 3
I ĺ3 85 65 M ĺ0 Cys -6í8-Phe T3aNĺbMO 3
10 6 103 20 Ż 13 Leu-790-Phe TONOMO 0
11 6 62 36 ż ĺ3 Leu-790-Phe T2aNlaMO 3
12 7 109 Ž TONOMO 0


























Jasne so prednosti genetskega presejanja pred "klasičnim" presejanjem s
stimulacijskim testom in pomen preventivnih tireoidektomij.
V naši maloštevilni seriii se nakazuje povezava med velikostjo tumorja, stadi-
jem MTC ob diagnozi, starostjo bolnikov in določeno mutacijo RET proto-
onkogena - predvsem pri bolnicah z mutacijo kodona 790. MoŽen kasnejši
vznik MTC ali manj agresiven potek pri teh bolnikih primerjalno z drugimi





DEDNA OBLIKA MALIGNEGA MELANOMA
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Uvod
Maligni melanom koŽe je vse do osemdesetih let veljal tako v svetu kot v Slo-
veniji za relativno redko bolezen. V zadnjih dvajsetih letih pa incidenca raste s
podvojitvijo vsakih 6 do 10 let' lncidenca malignega melanoma koŽe torej
narašča hitreje kot ĺncidenca drugih oblik raka. V Slovenijije bi|a v letu 2001
incidenca malignega melanoma koŹe 13,2 na 100.000 prebivalcev, kar nas v
primerjavi z drugimi evropskimi drŽavami uvršča v zgornjo polovico. Višjo inci-
denco imajo v ZDA, v letu 2004 18 na 100.000 prebivalcev, in v Avstraliji, kjer
je incidenca v letu 2004 kar 35 na 100.000 prebivalcev. Vzporedno z inciden-
co pa narašča tudi umrljivost' 5-letno preŽivetje bolnikov z malignim melano-
mom koŽe pade s 96Yo na 12% v primeru napredovale bolezni. Ker zbolijo
pogosto mladi ljudje in zaradi omejenih moŽnosti zdravljenja v primeru napre-
dovale oblike bolezni, je vse več raziskav usmerjenih v preventivo in zgodnje
odkrivanje bolezni.
Dejavniki tveganja za pojav malignega melanoma so tako dejavniki okolja, kot
tudi spremembe genoma. Na incidenco vplivajo geografska lokacija, izpo-
stavljenost sončnim żarkom in tip koŽe. 't 0% bolnikov z malignim melano-
mom ima pozitivno druŽinsko anamnezo. Na splošno predstavlja pozitivna
druŽinska anamneza 2-krat večje tveganje zapojav malignega melanoma.
Ko govorimo o druŽinsk| obliki malignega melanoma, to lahko razdelimo v tri
skupine: sporadične primere melanoma, ki se naključno kopičijo v določenih
druŽinah, druŽinsko obliko melanoma, ki je posledica nizko penetrantnih
alelov, in druŽinsko obliko, ki je posledica visoko penetrantnih alelov. To zad-
njo obliko imenujemo tudi dedna oblika malĺgnega melanoma in je relatĺvno
redka, v to skupino sodi pribliŽno 1% vseh melanomov. o dedni obliki
malignega melanoma govorimo, ko se ta pojavi pri dveh ali več posameznikih
znotraj druŽine, značilno 10 do 20 let prej kot pri sporadičnih primerih, poleg
tega pa imajo posamezniki pogosto multiple primarne melanome. V primeru
družin, katerih člani imajo maligni melanom kožein/ali atipične nevuse, govo-
rimo o FAMMM (FamilialAtypical Multiple Mole/Melanoma)sindromu .
Visoko penetľanten CDKN2A gen
CDKN2A gen na lokusu 9p21 je tumor supresorski gen, povezan z dedno
obliko malignega melanoma. Produkt gena sta proteina p16 in p'l4ARF. Oba
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proteina imata skupen drugi in tretji ekson, prvi ekson pa je različen. ob na_
stanku p16 se prepiše ekson 1a, ob nastanku p14ARF pa ekson 1b. p'l6
inhibira kompleks ciklina D in kinaze 4 (cDK 4) ali kinaze 6 (cDK 6), kar posle-
dično zavre fosÍorilacijo proteina Rb (protein retinoblastoma), celični cikel pa
se ustavi v fazi G1. okvarjen protein p16 omogoči fosforilacijo proteina Rb,
Vstop V S fazo in prezgodnje nadaljevanje celičnega cikla. p14ARF prepreči
razgradnjo p53, kar zaustavi tako Íazo G1 kot G2. Poleg tega vpliva tudi na
transkripcijske faktorje, na katere se veŽe protein Rb. Večina mutacii se naha-
ja na eksonu 1a ali na drugem eksonu. Pogostost teh mutacij naraste s prib-
liŽno 0.01 % v sploŠni populaciji na 40o/o v druŽinah z dedno obliko malignega
melanoma. Mutacije na drugem eksonu inaktivirajo tako p16 kot p14ABF. Do
sedaj so odkrite le tri mutacije, ki se nahajajo na eksonu 1b. Pri bolniku z mul-
tiplimi primarnimi melanomi je bila dokazana insercija na eksonu 1b, v druŽini
s štirimi obolelimi člani delecija, opisana pa je tudi substitucija pri dveh članih
druŽine z malignim melanomom.
Spremenjen ODKN2A najdemo pri 5o%o druŽin s FAMM sindromom, a po-
vezava gena s številom in displazijo neVuSoV še ni povsem jasna. CDKN2A je
visoko penetranten gen, saj je tveganje za poiav malignega melanoma pri
nosilcih mutacije, do osemdesetega leta starosti v Evropi 53o/o, v ZDA76%o' v
Avstraliji pa kar 91 %. Podatek kaŽe,'da na penetranco mutacije gena
CDKN2A znatno vpliva tudi količina UV Žarkov v okolju, v katerem Živimo.
Pri majhnem številu druŽin je opisana mutacila visoko penetrantnega CDK4
gena na kromosomu 12, ki inh|bira Vezavo proteina p1 6, v zadnjem času pa so
raziskave pokazale da se na kratki ročici kromosoma 1 (1p22) nahaja lokus , ki
je prav tako udeleŽen pri nastanku malignega melanoma (1 '2).
Nizko penetľantni alelĺ, gen MClR
Tudi nizko penetrantni aleli zvečajo tveganje za pojav malignega melanoma.
Eden od teh genov je gen za receptor melanokońina (MC1R gen). lzpostav-
ljenost UV Žarkom zveča tvorbo melanina prek slabo poznanih mehanizmov,
ki vključujejo direkten učinek Žarkov na melanocite, MSH (melanocit stimulira-
joči hormon ali melanotropin), aktivacijo melanocitov ter parakrini učinek duši-
kovega monoksida, ki ga izločajo keratinociti. MSH se veŽe na melanokońin-
1-receptor melanocitov (Mc1R) in stimulira tvorbo melanina. Ta je sestavljen
iz dveh kemično različnih oblik pigmenta' Evmelanin, prevladujoč pigment pri
ljudeh s temnejšo poltjo, je riavo-črn in deluje Íotoprotektivno. Rdeče-rumen
feomelanin ima šibek fotoprotektivni učinek, ob fotoaktivaciji pa nastanejo
kisikovi prosti radikali, ki delujejo citotoksično in mutageno. Razmerje evme-
lanin/feomelanin v koŽi posameznika je odgovorno zarazlične tipe koŽe' Pri
rdečelascih je prevladu|oč pigment v koŽi in laseh feomelanin, poleg tega pa
tvorijo manj evmelanina, zato je njihova koŽa ob izpostavljenosti soncu hitro
opečena in le malo porjavi. Kakšno bo razmerje pigmentov v koŽi, je odvisno
od oblike MC1R. Gen za MC'l R se nahaja na lokusu 16q24.3. Za ta gen je
značilna visoka stopnja polimońizma v populaciji, tveganje za pojav melano_
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ma pa se pri nosilcu določenega alelazveč'aza2 do  -kral, a je znatno manjše
kot v primeru mutacije CDKN2A. Določeni aleli so povezanĺ z razlĺčnĺmi feno-
tipi oz. različnimi kliničnimi tipi koŽe. Trije aleli (Arg151Cys, Arg160Trp in
Asp294His) so povezani s fenotipom, katerega značilnosti so rdeči iasje, pege
in svetla polt, ki ne porjavi, ter predstavlja večje tveganje za nastanek maligné-
ga melanoma. Pri nosilcih enega od teh alelov se zveča tveganje kljub tem-
nejši' olivni polti. Poleg tega so nekateri aleli MC1 R gena verjetno udeleŽeni
pĺi nastanku malignega melanoma, neodvisno ocl njihovega učinka na fenotip.
Največje tveganje je morda povezano z alelom Asp84Glu. V avstralski popu-
lacĺji je 72%o bolnikov z melanomom nosilcev vsaj enega od opisanih alelov, v
Veliki Britaniji pa28%o preiskovancev. Poleg tega so razi-skave pokazale, da
naraste penetranca mutacije CDKN2A v prisotnosti enega od opisanih alelov
s 50% na 84%o, ob tem pa se zniŽa povprečna starost pojava bolezni z 58 na
37let (3,4).
Dľužinska oblĺka malĺgnega mclĺrnoma v Slovenĺjĺ
V Sloveniji je predstavljalo začetek raziskav določanje prisotnosti mutacije na
eksonih gena CDKN2A, ki kodirajo protein p16, pri osebah z druŽinsko obliko
malignega melanoma. Raziskovalno delo poteka v sodelovanju z genetskim
laboratorijem Pediatrične klinike v Ljubljani od leta 2002. Sprva je bilô preiska-
nih 10 druŽin z druŽinsko obliko melanoma.V 5O%o preiskovanih druŽin je bila
dokazana prisotnost funkcionalno pomembne mutacije CDKN2A gena, kar je
več kot je opĺsano v raziskavah na drugih populacijah. Pri vsaki ođ petih dru-
Žin je prisotna druga mutacija, dve od teh do sedaj še nista bili opisani'
V druŽini s tremi bolniki je bila odkrita nova točkovna mutacija, substitucija v
drugem eksonu, ki spremeni aminokislinsko zaporedje proteina p16. prva bol-
nica je zbolela v starosti 57 let s štirimi sinhronim| primarnimi melanomi, v
naslednjih dveh letĺh pa je bil odkrit še peti primarni melanom. Poleg n,je so
heterozigotni nosilci mutacije še štirje sorodn|kĺ. Mlajši sorodnik v 
-drugem
kolenu je zbolel V starosti 30 let, kar veljaza zgoden začetek boĺezni, póleg
tega pa smo pred kratkim odkrili melanom tudi pri sorodniku v prvem kolenu,
ki je zbolel v starosti 41 let.
Pri drugi druŽinĺ je bila ugotovljena substitucija na področju izrezovalnega
zaporedja na meji drugega eksona. Do sedaj je bila opisana le podobňa
mutacija na istem mestu, ki povzroči moteno izrezovanje drugega eksona in
nastanek neÍunkcionalnih proteinov p'ĺ6 in p'l4ARF.
V tretji druŽini je bolnik Z multiplimi primarnimi melanomi, ki je homozigot za
točkovno mutacijo V prvem eksonu, ki povzroči zamenjavo aminokisliň in je
opisana pri dveh druŽinah v ltaliji in Franciji.
Cetrta odkrita mutacĺja je bila pogosto opisana predvsem v Franciji ter v cen-
tralni in severni ltalĺji. Tudi v tem primeru gre za mutacijo drugega eksona in
zamenjavo aminokislin.
Mutacija, odkrita pri petĺ druŽini, je prĺsotna tudi drugje v Evropi in v Avstraliji.
Najdemo jo na prvem eksonu, posledica pa je zamenjava aminokĺslin (5).
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Trenutno na onkoloŠkem inštitutu poteka določanje prisotnosti mutacij genov
CDKN2A in MC1R na do sedaj zbranih vzorcih DNK 44 bolnikov z druŽinsko
obliko melanoma. Preiskujemo eksone, ki so potrebni za nastanek proteina
p'l 6, in ekson 1b, kjer se lahko nahaja mutacija, ki prizadene izključno delo-
vanje p14ARF. Poleg tega skušamo ugotoviti, kateri od opisanih alelov gena
Mc1 R, ki so povezani z večjim tveganjem za razvoj melanoma, so prisotni v
slovenskih druŽinah' S pomočjo rezultatov bomo določili prevalenco in pene-
tranco gena CDKN2A in gena MC1R pri slovenskih druŽinah z malignim
melanomom.
Ker Želimo naše znanje in rezultate primerjati z rezultali raziskovalnih skupin z
vsega sveta, smo leta 2005 postali člani GenoMELA. organizacija' ki je bila
ustanovljena leta 1996, se je sprva imenovala Melanoma Genetics Consor-
tium in je zdrużevala le inštitute iz Velike Britanije, Švedske, Pensilvanije in
Avstralije. Njen namen je bil predvsem odkriti visoko penetrantne gene
malignega melanoma. Da pa bi |ahko pojasnili, kako se spreminjajoča količina
sončnih Žarkov, različ,ni tipi koŽe in prisotnost mutacije enega ali več genov
zdruŽijo v nastanek melanoma, je potrebno zdruŹili podatke številnih bolnikov
z različnih geografskih leg. Melanoma Genetics Consortium je zato razširil
svoje članstvo in Se preimenoval v GenoMEL, kar označuje projekt, ki zdruŽuje
številne ustanove iz Evrope, ZDAin Avstralije. Namen tega je pojasniti genet-
sko osnovo nastanka melanoma, pojasniti interakcijo odkritih genov z okol-
jem, oceniti tveganje, ki ga predstavljajo navade povezane S sončenjem, ter
vse to predstaviti na svetovnem spletu. Naša udeleŽba bo omogočila sloven-
skim bolnikom, njihovim svojcem in širši javnosti dostop do kvalitetnih po_
datkov o dejavnikih tveganja in preprečevanju ter odkrivanju in zdravljenju
malignega melanoma.
Zaključek
Kljub velikemu napredku na področju zdravljenja malignega melanoma sta
zgodnje odkritje in kirurško zdravljenje še vedno najpomembnejŠa dejavnika'
ki vplivata na preŽivetje. Poznavanje genov, ki so povezani z večjim tveganjem
za nastanek malignega melanoma, nudi moŽnost genskega testiranja, pri
odkritih osebah z visokim tveganjem pa zgodnje odkritje malignega melano-
ma. Trenutno se gensko testiranje izvaja le v raziskovalne namene. Odsotnost
Znane mutacije v neki druŽini namreč ne izključuje zvečanega tveganja zanas-
tanek melanoma, saj so lahko vključeni še neznani geni. Poleg tega v primeru
odkrite mutacije ne moremo predvideti, kdaj se bo pojavila bolezen in v
kakŠen bo njen potek. Kljub temu je smiselno ponuditi testiranje bolnikom z
dvema ali več obolelimi člani druŽine in bolnikom z več kot dvema primarnima
melanomoma. Žal enotnega priporočila za nadaljnjo obravnavo nosilcev mu-
tacij še nimamo. Bolnika, ki je nosilec mutacije, je potrebno poučiti o pomenu
samopregledovanja. Svetuiejo se tudi polletni pregledi pri specialistu' v
primeru klinično sumljivih koŽnih sprememb, pa se je bolje odločiti zazgodnjo
odstranitev, kot za spremljanje in opazovanje. Pomembna je seveda tudi
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uporaba zašcitnih Sredstev in izogĺbanje pretirani izpostavljenosti sončnim
Žarkom'
Kljub temu, da je zaporedje dogodkov, ki pripeljejo do nastanka melanoma
Šele pred nekaj leti postalo predmet raziskav upamo, da bodo rezultati teh
izboljšali predvsem preprečevanje bolezni in zaustavili naraščajočo incidenco
melanoma.
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GENI IN NASTANEK MELANOMA
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Nastanek malignega melanoma je posledica tako učinkov okolja (izpostavl-
jenosti UV Žarkom), kot tudi genotipa posameznika, ki je tem učinkom okolja
izpostavljen. Tveganje je torej tako kot pri drugih vrstah raka povezano z geni
in okoljem. Vse več raziskav je posvečenih boljšemu razumevanju dejavnikov
tveganja in preprečevanju bolezni. lncidenca malignega melanoma namreč
povsod po svetu še vedno narašča.
Medtem ko je bila karcinogeneza nekaterih drugih tumorjev Že dobro raziska-
na in poznana, pa to za melanom ni veljalo. Leta 1996 se je zato skupina
inŠtitutov iz Ve|ike Britanije, Švedske, Pensilvanije in Avstralije povezala v
organizacijo z imenom Melanoma Genetics Consortium, katere namen je bil
odkrivanje visoko penetrantnih genov malignega melanoma. Rezultati so
pomagali razumeti, kateri geni predstavljajo visoko tveganie za pojav me-
lanoma, in postavili temelje nadaljnjemu raziskovanju interakcij genov in okol-
ja.
Tako danes vemo, da so del nastanka melanoma visoko penetrantni geni
CDKN2A (posebnost tega Sta dva različna proteina, p16 in p14ARĘ ki nas-
taneta kot posledica uporabe različnih bralnih okvirjev), CDK4 in novo odkriti
gen na lokusu 1 p22,kiiih pogosto na.idemo pri osebah z dednim melanomom.
V to skupino sodi pribliŽno 1% bolnikov. Pozitivna druŽinska anamneza je
prisotna pri 1O%o bolnikov, nastanek melanoma pri teh pa je povezan z nizko
penetrantnimi geni. Najbolje raziskan je gen MC'l R, ki določa tip melanina v
koŹi.
Da bi pojasnili, kako se spreminjajoča količina sončnih Žarkov, razlicni tipi koŽe
in prisotnost mutacije enega ali več genov zdrużijo v nastanek melanoma, je
potrebno zdrużiti podatke Številnih bolnikov z različ,nih geografskih leg.
Zato je Melanoma Genetics Consońium razširil svoje članstvo in se preimen-
oval v GenoMEL, kar označuje projekt, ki zdruŽuje Številne ustanove iz Evrope,
ZDAin Avstralije. Namen tega je pojasniti genetsko osnovo nastanka mela-
noma, pojasniti interakcijo odkritih genov z okoljem, oceniti tveganje, ki ga
predstavljajo navade povezane s sončenjem, ter vse to predstaviti na spletu v
obliki, ki bo dostopna in v pomoč bolnikom in Širši javnosti. Clan GenoMEL-a
je od leta 2005 tudi onkoloŠki inštitut Ljubljana.
V Sloveniji smo leta 2002 pričeli določati prisotnost mutacije na eksonih gena
ODKN2A, ki kodirajo protein p16. Z delom smo pričeli v sodelovanju z Pedia-
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trično kliniko. Tienutno na onkološkem inštitutu poteka določanje prisotnosti
mutacĺj genov CDKN2A in MC1R na do sedaj zbranih vzorcih DNK 44 bol_
nikov z družinsko obliko melanoma. S pomočjo GenoMEL-a bodo rezultati
naše raziskave postali del napredka, ki bo v pomoč tako bolnikom kot zdrav-
nikom.
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PREVALENCA MUTACIJE GENA BRCAz PRI MOSKIH
Z RAKOM DOJKE V SLOVENIJI
Barbaľa Černivc, Nikola Bešić, Katarina Lokaľ, Mateja Krajc,




lzhodišče: Rak dojke pri moških je redka bolezen. Rak dojke pri nekaterih bol-
nikih nastane zaradi mutacije gena BRCAI ali gena BRCA2. Tveganje za nas-
tanek raka dojk pri moških močno poveca mutacija gena BRCA2.
Namen: Za slovensko populacijo podatkov o prevalenci mutacije gena
BRCA2 še nimamo. Namen naše prospektivne populacijske epidemiološke
raziskave je ugotoviti, kakšna je prevalenca mutacije gena BRCA2 pri moških
zrakom dojke v Sloveniji.
Material in metode: Na onkološkem inštitutu smo zbrali podatke o 139
moŠkih, ki so zboleli za rakom dojke od leta 1975 do 2006. Zivih je še 41 bol-
nikov in te smo pisno povabili na genetsko svetovanje in gensko testiranje. Kri
so analizirali v Laboratoriju za onkoloŠko genetiko Svobodne univerze v
Bruslju. Mutacije genov BRCA1 oziroma BRCA2 so ugotavljali s testoma PTT
in F-CSGE in sekvencioniranjem vzorcev z nenormalnimi vrhovi.
Rezultati: Genetsko testiranje je bilo izvedeno pri 25 moških. Mutacijo gena
BROA2 smo ugotovili pri štirih moških. Pri treh od njih smo našli slovensko
founder mutacijo gena BRCA2 IVS 'l 6-2oG. Mediana starost vseh bolnikov z
rakom dojke je bila 57 let (od 17 do 86 let). Mediana starost bolnikov z mutaci-
jo gena BRCA2 je bila 60 let, ostalih bolnikov pa 57 let. Med bolniki z rakom
dojke z mutacijo in tistimi brez mutacije nismo ugotovili statistične razlike
glede starosti (p=0,0S) ali stadija bolezni (p=0,43).
Zaključek: Prevalenca mutacije gena BRCA2 pri bolnikih z rakom dojke v
Sloveniji je 16%.
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ALI JE BRCAl.2 MUTACIJA PRI BOLNICAH Z DVOJN-
IM PRIMARNIM RAKoM tłĺčľrrov IN DoJK
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Povzetek
ozadjel Rak jajčnikov povzroča, tako v Sloveniji kot drugod po svetu,
največjo smrtnost med ginekološkimi raki. odkrivanje zgodnjih stadijev
bolezni je ob odsotnosti ustreznega presejalnega testa za celotno populacijo
Žensk najbolj uspešno v skupini Žensk z visokim tveganjem. NajpomembnejŠi
' znani dejavnik tveganja za nastanek raka jajčnikov je BRCA'I _2 mutacija. Tä se
klĺnično pogosto kaŽe skozi pozitivno druŽinsko onkološko anamnezo glede
raka jajčnikov in dojk. Ali so pri Ženskah s pozitivno druŽinsko anamnezo
glede raka jajčnikov in dojk oziroma s prisotno BRCA1 -2 mutacijo prav tako
kot v sploŠni populaciji pomembni tudi drugi znani dejavniki tveganja za nas-
tanek raka jajčnikov ĺn patomođološki napovedni dejavnĺki, ostajajo še vedno
odpńa vpraŠanja. lzhajajoě iz nedavnih izsledkov' da je pľi dvojnem pľi_
mařnem raku jajčnikov in dojk BROAí_2 mutacija prisotna vsai v 86_
87r5o/o, smo prisotnost dvojnega primarnega raka jaiěnikov in doik
privzeli kot surogatno genetsko mero za BRGAĺ_2 mutacijo in ocenili'
da je ta skupina bolnic najprimernejša za analizo. Namen naše raziskave je bil
preverjenje hipoteze, da so pri bolnicah z dvojnim primarnim rakom (epitelni
rak jajčnikov in rak dojk) in torej predvidoma z BRCA1-2 mutacijo, tudi drugi
dejavniki tveganja, poleg specifične druŽinske onkološke anamneze, pa tudi
neugodni patomorfološki napovedni dejavniki bolj izraŽeni kot pri bolnicah s
samo enojnim, sporadičnim epitelnim rakom jajčnikov.
Metode; Primerjali smo preiskovano skupino 31 bolnic z dvojnim primarnim
rakom, in sicer epitelnim rakom jajčn|kov in rakom dojk, z drugo, kontrolno
skupino, v katero smo vključili 62 boĺnic z enojnim, sporadičnim, epitelnim
rakom jajčnikov, brez pozitivne specifične familiarne onkološke anamneze.
Podatke o bolnicah, ki smo jih dobili iz Registra rakaza Slovenijo, smo dopol-
nilĺ s pregledom klinične dokumentacije bolnic' Za vsako bolnico smo izpolnili
pripravljeni protokol in dobljene podatke analizirali. Primerjali smo druge
klinične dejavnike tveganja poleg specifične druŽinske onkološke anamneze
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in klinične ter patomorfološke napovedne dejavnike. Za statistično analizo
smo uporabljali opisno statistiko, hi-kvadrat test in t test.
Rezultati: Nakazan je bil večji deleŽ pozitivne nespecifične druŽinske onko-
loške anamneze v preiskovani skupini, ki pa ni dosegel 5%o-ne statistične
značilnosti. V prokreativnih dejavnikih tveganja med preiskovano in kontrolno
skupino nismo našli značilnih razlik. Mejno značilno je bil prisoten večji deleŽ
preiskovanih bolnic, ki so bile ob diagnozi raka jajčnikov V Starostnem razredu
45-59 let. Rak jajčnikov je bil v preiskovani skupini značilno pogosteje ugo-
tovljen Že v l. stadiju, čeprav Se V načinu odkrivanja bolezni skupini nista raz-
likovali. Prav tako nismo našli razlik med skupinama v porazdelitvi stopenj
diferenciacije tumorja in v porazdelitvi patohistoloških tipov tumorja.
Zakliuěkll lzsledki raziskave niso potrdili naše osnovne hipoteze, ampak so
pri dejavnikih tveganja za rak jajčnikov le nakazali nekatere razlike med sku-
pinama. Pri napovednih dejavnikih pa so v skupini bolnic z dvojnim primarnim
rakom jajcnikov in dojk pokazali celo značilno večji deleŽ l. stadija bolezni ob
diagnozi. S tem je postavljena pod vprašaj tudi domneva' ki izhaja iz
nedavnih drugih raziskav v maihnih serijah in na kateri smo zasnovali
našo raziskavo, da je pri skoraj vseh bolnicah z dvojnim pľimarnim
rakom jaiěnikov in doik prisotna BRGAí-2 mutacija. Pri tei mutaciji
so namľeě glede na izsledke z genskim testiranjem podpńih raziskav
tumorii agresivnejši. Sodeč po naših rezultatih so bolj verjetno bol_
nice z BRCA1-2 mutaciio le podskupina v skupini bolnic z dvoinim
primarnim rakom iaiěnikov in dojk, kar nakazuiejo tudi nekatere
druge raziskave. Na to kažejo tudi nekateri preliminarni podatki
genetskega testlranja preiskovanih bolnic na onkološkem inštitutu v
Ljubljani.
Seveda upoŠtevajoč relativno majhno število bolnic, vključenih v našo raziska-
vo, naši rezultati lahko sluŽijo le za grobo oceno. Majhno število preiskovanih
bolnic tudi v naši raziskavi je posledicanizke incidence dvojnega primarnega
raka jajčnikov in doik, kar predstavlja teŽavo pri tovrstnih preiskavah povsod
po svetu, poleg tega pa je dodatna omejitev v naših razmerah majhnost
slovenske populacije.
Za podroěje primarnega zdravstvenega varstva v Sloveniji glede odkriva_
nja raka jaičnikov rezultati naše raziskave nakazujejo pomen natančne splošne
in še posebno specificne druŽinske onkološke anamneze glede raka jajčnikov
in dojk. lz pregledane klinične dokumentacije bolnic je bilo razvidno, da je ta
pristop v klinični praksi premalo uveljavljen.
Rezultati kaŽejo tudi na pomen diagnostične opredelitve nespecifičnih simp-
tomov, in to predvsem pri tistih bolnicah, ki imajo pozitivno specifično inlali
splošno druŽinsko onkološko anamnezo, saj to lahko pomeni odkritje raka
jajčnikov v zgodnjem, l. stadiju, kije prognostično bistveno ugodnejši.
Glede odkrivanja Žensk z večjim tveganjem za raka jajčnikov s pomočjo
genetskega testiranja inlali genetskega svetovanja, naši rezultati poudarjajo
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pomen ovrednotenja druŽinske anamneze tudi pri bolnicah z dvojnim primar_
nim rakom jajčnikov in dojk, kar bo v korist njihovim sorodnicam.
Za področje zdravljenja rezultati naše raziskave kaŽejo na potrebnost
natančnejšega sledenja bolnic z rakom jajčnikov ali dojk in obenem pozitivno
splošno inlali specifično druŽinsko onkološko anamnezo.
Kljuěne besede: rak jajčnikov, rak dojk, BROA1-2 mutacija, dvojni primarni
rak, dejavni ki tveganja, napovedni dejavniki.
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MOLEKULARNo BIOLOŠKE PREISKAVE LIMFoPRo-
LIFERATIvNIH BoLEZNI Z UPoRABo KLAsIčNn
METODE PCR




Določanje klonalnosti limfoidnih proliferacij in dokazovanje speciÍičnih genet-
skih sprememb ima pomembno vlogo v diagnostiki limfoidnih neoplazem, sai
omogoča ločevanje med neoplastičnimi lezijami in reaktivnimi procesi. Klonal-
no pópulacijo limfoidnih celic lahko dokaŽemo s pomnoŽevanjem preurejenih
genov, ki kodirajo teŽko verigo imunoglobulina (lgH) pri B-celičnih limfomih in
ý verigo receptorja T (l-cpy) pri T-celičnih limfomih. Z metodo PCR lahko do-
kaŽemo tudi kromosomsko translokacijo t(1 4;18)(q32;q21) oziroma preure-
jeno področje bcŕZ/lgH pri folikularnem limÍomu. Uvedli smo tehnike za dolo-
čanje klonalnosti limfoidnih proliferacij in dokazovanje specifične kromo-
somske translokacije t(1 4;1 8), ki temeljijo na polimerazni veriŽni reakciji.
Metode
opravili smo molekularno bioloŠko preiskavo 168 biopsij različnih limÍopro|if-
erativnih bolezni, ki jih nismo mogli opredeliti s klasičnimi morfoloŠkimi in
imunofenotipskimi metodami. Tkivne vzorce fiksirane v formalinu in vklopljene
v parafin smo zbirali na oddelku za patologijo onkološkega inštituta v času od
1997-2005. DNAsmo izolirali po ustaljeni metodi. Preurejene gene za lgH in
TcR1smo pomnoŽili z uporabo oligonukleotidnih začetnikov, ki se prilegajo na
ohranjena področja variabilnih (angl. variable, \Ą in spajalnih (angl. joining J)
genskih segmentov' PomnoŽene produkte smo analizirali z gelsko elektrofore-
źo v 10% poliakrilamidnem gelu, obarvanem z etidijevim bromidom, in foto-
grafirali pod UV svetlobo.
Rezultati
Z uporabo novih, molekularnih metod smo določili klonalnost pri 146/167
anaiiziranih primerov (87,4o/o). Štiriinpetdeset lezij (32'3o/o) je bilo monoklon-
skih in 92 lezii (55,1%) poliklonskih. Pri 21 primerih (12'6%) nismo mogli
B9
določiti klonalnosti:3 primeri so bili oligoklonski, 12 primerov smo opredelili
kot "monoklonsko v poliklonskem ozadju" in 6 primerov je bilo negatĺvnih.
Upoštevajoč rezultate tako klasičnĺh histopatoloških, kot molekularnih preiskav,
smo določili tip limfoidne neoplazije pri 94,6% primerov. od tega je bilo 31,5%
B-celičnih limfomov, 21 ,4o/o T-celičnih limfomov, 4,8o/o primerov Hodgkinove
bolezni in 36,9% reaktivnih limfoidnih proliferacij. pri preostalih s,4%o primerov
nismo mogli določiti tip limÍoidne proliferacije. Preiskali smo tudi 26 limfopro-
liÍeracij suspektnih za folikularni limfom. Pri 8 prinrerih (30,8%) srno dokazal|
kromosomskotranslokacijot(14;18)(q32;q21),tS primerov (ST,Z%)jebitone-
gativnih in 3 primeri (11 ,5%) so bili nekonkluzivni.
Zaključkĺ
opisane molekuląrne metode so enostavne, hitre in uporabne tudi na majhnih
količinah formalinsko fiksiranega, v parafin vklopljenega tkiva. V času sodob-
nih tehnik genomike in proteĺrmike, določanje klonalnosti in specifičnih genet-
skĺh sprememb s klasičnimi metodami PCR Še vedno prispeva pomembne
klinične in diagnostične informacije.
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ZDRAVLJENJE OPERABILNEGA RAKA DOJK
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RocHE farmacevtska druŽba d'o.o.
SCHERING AG
SCHERING-PLOUGH CE AG
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I I je edino erilľopoetiřno sľedstvo,
odobľeno za oülľ|an|o
enlceü na 3 todnc pľi vseh
nemieloiönih malignomih.
Ü,c uclľĺxovlľosľ:
Hematopoetski odziv. pri 7 4o/, analiziranih bolnikov.l
Ü'c řllTR8sT:
Aranesp@ na 3 tedne zagotavlja hitro izboljšanje ravni hemoglobina''
dr=C PBEPRSSTOST:
Nova 500-pg brizga zdravila Aranesp'omogoca preprosto in
učinkovito zdravljenje z manj injekcijamĺ'
Uřinkovito in hitľo odpravljanje anemije
je pľepľosleiše kot kdajkoli'
Literatura: 'l. Glaspy J' Appelbaum S, Henry D, et al, and the Darbepoetĺn AlÍa 20010162 Study Gľoup. EÍ1ects of
darbepoetin alÍa (Aranesp@) timing with chemotherapy administration: a randomized study. Poster predstavljen na
The B|' lnternaĺional ConÍerence on Geĺiatric 0ncology_Canceľ in the Elderly. The 4'h Meeting oÍ Sl0G; November
21 -22, 2003, Rim, ltalija,
-Hematopoetski 











eulasta@ omogoča preprosto, močno zaščito
zašč'ittl pľecl ĺ l er' t ľĺlp en ičĺ'i  tn i za p1et i
r t:.ą>t <>s{<> ocl lnerj a ĺrjc en l<ľztt na ci kl lr s 1ĺell-loleĺa pi j e
zaščita z etr iĺtr sa lrriĺn sźllTloLl t'avfiava tlitll ocl ĺĺrcľkoln
pľcnašatlje : VĹlfnostne zĺlačilnosti so 1-loclĺ;llt'le kĺ;t pľi ĺilgľastiĺrłlt
l?]řffiľ Wffi
Ei@!E!i'€ '^í
Ariomldex vodilni zaviralec aramatazeanastrozol
$ŕsŤav6i F;lmsko obložena tarJJeta Vsebue
1 mg anastľÔzola.
'ndikaeĺj€: 
Adjuvantno ZdravÜenje Žensk po
menopaVZi, ki imajo Zgo.ĺnji invaZiVni rak
dojke s pozitiVnimĺ estrogenskimi receptÔrji
in se ne 
'noĺejo 
Zdraviti s tamoksifenom
Zaradi povečanega tveganja za
tromboenrbolizem ali nenormainosti
endometrÜa. ZdÍaVl'jenje napŕedoValega
rdka dojke pri ženskah po menopavzi'
Učjnhovitost pl i bolnicah 7 ncgativnimi
estrogenskimi ľeceptorji nj bila dokäZana
řazen pli tistih, ki so imele predhodno
pozitiven klinični odgovoÍ na tamoksiíen'
udme.ianie lą naěíű upgťabłi 1 tabieta po
1 mg perÔralno' enkIat na dan. Pri
7godnjem Ĺaku Je pr;poroćljivo trajanje
zdravljenja 5 let.
?l?łry aleólka€i|e: Aľimidex.je
kontraindiciran pľi: Ženskah pred
ffenopavŻo. nosečnjcah in doječih mäterah,
bolnicah s hujšo ledvično odpovedjo (očistek
kreatinina manj kot 20 ml/min (oŻiroma
0'33 m7s))' bolnicah Z Żmernim do hudim
jetrnĺm obolenlen] in bolnicah, ki imajo
Znano přeobčutljiVost Za anastrozol ali Za
kateÍokol j drugo sestavino Zdraviĺa' Zdravila,
ki vsebujejo estrogen, ne smete dajati
sočasno z Arjmidexom, ker l]i se njegovo
farmakološko delo\'anje iŻničllo.TamoksiÍena
se ne sme uporabljati skupaj z Arintidexom,
ker lahko pride do Zmanjšanja njggovoga
delova nja.
?gsehna aýgzoťira íft previr}rrsżni tkťępi:
Uporabe Arimidexa ne pŕiporoča|no pri
otrocih, ker njegova Varnost in Llčinkovitost pri
njih še nista ÍaZiskani. Menopavzoje
potÍebno biokemično doĺočiti pri vseh
bÔlnĺcab, kjer obstaja dvom o hoĺmonskem
statusu. Nj podatkov o varni uporabi
Arimidexa pri bolnicah Z Zmerl]o aĺi hudo
jetrno okvaro äli hujšo ledVično odpovedjo
(očĺstek kreatininä mänj kakor 20 mymin
(oziroma o,33 mlls)). Nĺ podatkov o uporabi
anas{rozola z analogi LHRH. Te kombinacije
Zdravil se ne sme uporabljati Zunaj kliničnĺh
pľeskušanj. Prj ženskah z osteoporozo ali prj
Źcnskah s povečanim tveganjem n íazvoj
osteoporoze je tŕeba določiti njihovo
minęÍalno gostoto kosti Z denzitometrijo, na
prjmer s slikanjem DEXA na Żačetku
zdräv|jenja, pozneje pa v rednih inteĺVaiih. Po
potrebĺ je tíeba začeti z Zdravĺjenjem aIi
prepĺečevanjem osteopoíoze in to skrbno
nadzorovati' Ni VeÍjetno, da bi Aíimidex
Zmanjšal bo|ničino sposobnost Za Vožnjo aIi
upravljanje s stroji. Ker pa so med uporabo
Arjmidexa poročaĺi o splošni oslabeĺosti in
Zaspônosti' je poLrel]na previdnost pŕi VoŽnjĺ
in Upravłanju strcjeu dokler simptoma
trajätä'
NoôÜónÜst in đojoniÚ: Arin]idcXjc mcd
nosečnost;o in dojeniem kontíajndiciIän'
Neź2,eni aě,frkii Najpogostejšĺ neželeni Učinki s'
navali Vročine, suhost Vagine in ľedčenje las.
ostaii neŽeĺeni učinki VkljUčujejÔ
gastrointestinalne motnje (anoÍeksija, slabost,
bruhanje' diare]a)' astenijo' bolečine/okoĺeIost !
shlepih, Zaspanost, g|avobol in izpUšcaje.
občasna poročila navajajo krVaVitev iZ noŽnice, l
Se preteŽno pojavlja pri bolnícah z napredovalim
obolenjem raka na dojkĺ V prvih tednjh po
prehodu Z dotedanjega hormonskega Żdľavljenjć
na Żdravljénje Z Arimidexom' Če krvavitev traja
dlje časa, so potľebne dodatne preiskave.
Hĺperholesterolemija, običajno biaga do zmeřna.
o povišanih nivojih gama GŤ in alkälne fosfataze
so poročali le občasno. VzÍoöna povezanost
on]enjenih solememb ni biła Ugotovljena.
r,&eítŚebĺin$ í'ęt}uan e z.3łr4ifri ul?aviri.|
Zdravi'a, ki Vsebujejo estĺogen, ne smete daja1i
sočasno z AÍimidexom, ker bi se njegovo
farmakoIoško delovanje ĺzničilo. ĺamoksifena se
ne sme Upoĺabljatí skupaj z Aĺimidexom, ker
lahko pŕide do zmanjšanja njegovega delovanja'
vŕsta ovsjnine in vseŁtina; Pretisni omoti iZ PVc
in alumini.ja, ki Vsebujejo 28 tablet V škatlici.
Reźim |zda|e adravi!?: Rp/spec
uaŁuffi płipťeve iĺto'mäeiig: oktobeľ 2oo5
Pred predpisovanjem, pÍosimo, prebeĺite celoten
povzetek Lemcljnlh Zndči'nosti ZdraviIa'
bÓdatfre inłałffiaęiia in liŁq:ya1uęa ae fla v$ljs prźi












povzetek glavnih značilnosti zdravila







tekočim cikluson zdravljenja ali ob naďednjem ciklusu zdĺav|jenja zn!
żano glede na indiv;dua'no opa7ovano loks;ćnost' Píi 7dlavliel,U po
it Íitederski shemi je pĺipo'oieni odmel"l gem' itabno 1000 mg/m7
povĺšine telesa, dan kot 3o'minutna intavenska inĺuzija 1',8. i| 15. dan
ciklusa zdÍavljenja (2B dni)' Karcinon jajčnika (uporaba v konbinacijiJ,
odíaslij P.ipoíočamo gemcilabin v kombinaci]i s kaĺboplatĺnom, z upo_
Íabo j000 mg/m2gemcitabina 1' in 8' dan vsakega 21-dnevnega ciklu-
s, v obliki 30'minutne inÍavenske inĺuzije. Po gemcitabinu 1. dan da-
mo karboplatin, da dosežemo ciljno AtJc 4,0 mďml x minuto' Karci-
nom rebuineslinavłe, odrasĺ in sraleJ'ši: Pĺipoĺoćenl odreĺeL gemc:
tabinaie 1000 mg/Ť7 povlšine te|e9d' ki gd dajemo kol in!avensko;n
luzijo v 30 minutäh' To ponavljamo €nkÍat led€nsko v obdobj! do 7
iednov, ki mU sledi enotedenska pÍ€kiniiev' Vnasl€dnjlhciklus]h Gem_
zar dajemo enkrat ledensko vobdobju ifeh lednov, ki mu sledi enote-
denska pĺekinitev. odmerek lahko med lekočim cik|lsom zdíavljenja
ali ob naslednjem ciklusu zd.avlienia Żnižamo qlede na individualno
opazovanotoksično*.odmeĺeklahkozvsakimciklusomalimedteko-
čim ciklusom znižamo glede na toksično*, izíaženo pi bolniku'
KonkaindikadjeI Píeobčutljivos za gemcitabin ali kateÍo od pomožnih
snovĺ' Bolnikom z zmeĺno do hudo oloôrjenim ietnim d€lovanjem ali
hudo okvá4enim ]€dvičnim delovanjem Gemzaĺa ne smemodajaii'
Posebna opozolila in Previdnostíi ukrepil Podaĺśanje časa inĺuzije in
skÍajšanje pÍipoÍočenega interuala med odmeÍki povečujela toksičnost'
Gemcilab;n moÍamo pÍi bolnikih z blago doŻmemo okväíjenim ledlič'
nim delovarjem in pĺl bolrik\ z b'ago oloajeninje!n'm de'ovanjem
upolabljali plevidno ce se pojavijoÝakÍil (oli Żnôk; mikÍoangopatsle
hemolitične anemĺeje reba zdíavljenje z GemzaÍjem pÍekiniti' Dôjanje
gemcitabinä bolnikom s sočasiimi jernimi zasevlĺ ô|i hepatitisom, al
kohoĺizmom ali jeÍno ciro/o V pÍeteklosti lahko povzíoči poslabšanje
osnovnega popuščanja de|ovanja jeteÍ. Pń bolnikih zokvaíjenim delo-
vanjem koilnega mozga je Íeba zdravljenje začeti pÍevidno' Moškim,
zdÍavljenim z GemŻa.jem, odsvetljemo spočetje oÍoka med ŻdÍavlje
njem in doó mesecev poĺjem' Píedvsakim odmeÍkomjeÍeba pÍeve_





Datum lev!zij6 b€sedila| 22'04'2005
Eli Lilly (sUisse) s'A', PodíUžnicä vLjUbljani
Dunajska 15ó, 1000 Ljlbljana, sloven]ja





iníuzija 1. in B' zdGvljenja (21
odmerek ga,
Prvi in edini obliž z aplikacijo dvakrat na teden
Buprenorfin - edinstveni opioid
Močna in dolgotrajna analgezija
Ugodnejšivarnostni profiĺ v primerjavi z ostalimi močnimi opioidi
Grünenthal d.o.o., Dunajska 156, 1000 Ljubljana
Www.grunenthal.si * E-pošta: info@grunenthal.si * tel. 01 589 67 10
ERBITU><trETUKSIMAB^
Zavira EGFR - odpira nove možnosti
Ci lj no usmerje no zdravljenje
rakadebelega črevesa in danke
{ Visoko specifično monoklonsko lgG1 prďitelo, ki kompetitivno inhibira
ľeceptorje za epidermalni rastni faktor (EGFR)
( Učintovitost je dokazana v kombinaciji z irinotekanom1
Eńlhĺ2 mýml Eńopln. r. lníuillnnlo (śkr.Jšsna nrvodlh'. Upńbo)
Vse nadaljne iníoÍmacije so vam na votjo pń: Meíck d 'o'o'' Dunajska cesta 119, 1ooo Ljlbljana, tel'| 01 560 38 10' íaks| 01 560 3831' el. 
pošta: lnío@meÍck.si






PRVI !N EDINI ANTAGONIST
NEVROKTNTN- I (NK,) RECEPTORJEV'
E
(oprepitont)
Prepľeěevonje okutne in zopoznele
slobosli in bľuhonjo
@t
. Pĺepĺečaĺanje naaeje in bruhanja'
porczanih z znemo emeĘeno kemoĺbnap'ljo nakaĺ
. Pĺepĺeěalanje akuhe in zapomele naĺzeie in bruhanja,
povgzanih z zelo emetogeno brapijo raka s cisplatinomĺ
.'$ę:k
€.mso
lvlerck Sharp & Dohmo, inovalivna zdravila d.o.o.
Smaninska c6sla 140. lOOO Liubtjana, Stovenija
Ie|':01l 5204201,Íaks: 01/ 52 04 349,52 04 350
Lileralula: 'I' Arhiv ĺ\,1sD, slovenija'
Prosimo, da pred predpisovanjom preberete
pÍilożen PoVŻetek glaVnih Żnačilnosli zdÍavila'
zdÍavilo se izdaja le na Żdravniški recepl (H/Rp).
lzaščiléna b|agovna Żnamka MERoK & co'' lnc.' Whilehouse station, N' J.' zDA.
EľíĐrlD''
(opĺepitont)
EN'END 80mg tÍde kapsule




Pŕed pr6dplsovanjom, prosimo, prebériÍg
cal0ł6n Povzelek glavnlh značilnosti zdŕavila, kl
gadobite pri našlh 3trokovnlh sodolavclhl
Sestavai
EMEND ĺ25 mg tíde kapsule in El\,lEND 80 mg lrde
kapsule.
Ena 125 m9 kapsula vsebuje 125 mg aprepilanta
Ena 8O mg kapsula vsebuje 80 mg aprepitanta.
PomoŽne snovi: saharoza, miklokíistalna celuloza
(E460)' hidroksipropilceluloŻa (E463), natrijev
lavrilsulfat, Želatina' titanov dioksid (E17ĺ ) - 1 25 mg
kapsule pa śe rdeći źelezov oksid (E172)' lumeni
Železov oksid (E172)' śelak' kalijev hidroksid' črni
železovoksid (E1 72).
Teŕapevtske indikacijo:
P.eprečevanje akulne in ŻapozneIe navzeje in
bíuhanja povezanih z zelo emetogeno
kemoterapijo raka s cisplatinom.
PÍeprečevanje navzeje in bruhanja' povezanih z
zmerno emetogeno kemoterapijo raka.
EN,4END se daje vsklop! kombiniranega zdÍavljénja
(glejte poglavje 4.2 v Povzelku glavnih značilnosti
zdravila).
odmerjanjé in način upolabéi
EMEND je na votjo v obliki 80 mg in 125 mg tÍdih
kapsul.
ElvĺEND se daje 3 dni po shemi zdravljenja' ki
Vključuje kortikosteroid in antagonist 5_HT..
Priporoćéni odmor€k zdlavila EIúEND je 125 mg
peloÍalno pryi dan ter 80 m9 enkíat na dan drugi in
lretjidan.
Podalkov o učinkovitosti pÍi kombiniranju z drugjmi
koÍtikosteroidi in antagonisli 5-HT, ni dovolj.
EMÉND se lahko jémlje s hrano ali br€z' Tldo
kapsuloje heba pogoltniti celo.
stareiŠi bolniki: Pri stalejŠih bolnikih odmerka ni
treba prilagajati.
Okvara ledvic: Pri bolnikih z okvaro ledvic in pri
bolnikih s končno lédvičnoodpovedjo, ki se zdravijo
s hemodializo' odmeÍka ni tíeba prilaqodili'
okvara joteĺ: Pri bolnikih z blago okvaro jéler
odm€rka ni tíeba prilaqajali' Pri bolnikih z zmerno
okvaío jel€r so podatki omejéni' podalkov pĺi
bolniHh s hudo okvarojeterni navoljo.
otroci in mladoslniki: Varnosl in učinkovitost pri
otrocih in mladoslnikih nisła znani' Uporabe pri
bolnikih' kiso mlajši od 1B lel,zatonépriporočamo'
Kontraindlkaclje:
Preobčutljivost za zdravilno Učinkovino ali katero
koli pomožnosnov'
Zdravila EMEND se ne sme upolabliati sočasno s
pimozidom, terfenadinom, z astemizolom ali s
cisapridom.
Posebna opozorlla in previdnos(ni ukřepi:
Podatki o upoíabi pri bolnikih zzmorno okvaíojoter
so omejeni. Podalkov o uporabi pri bolnikih s hudo
okvaro jeter ni na voljo. PÍi teh bolnikih je tĺoba
aprepitant uporabljati previdno.
EMEND je treba uporabljati préVidno pri bolnikih' ki
sočasno jemljejo zdravila' ki se primarno
presnavljajo s CYP3A4' Zato jé lreba previdno
uporabljati kémotorapevtiké' ki se presnavljajo s
CYP3A4' Śe posebej je previdnost polrebna pli
sočasnem dajanju irinolekana' saj lahko
kombinacija poveča toksični učinek.
Pri sočasni uporabi El\łEND-a Ż aikaloidi żenega
roŽička (eÍgot alkaloidi), ki so substrat za CYP3A4'
se lahkozviša plazemska raven teh zdravil'
sočasna upoÍaba EMEND_a z varfarinom zmanjša
protrombinskĺ čas, izraŽen kot lNR í/nŕornaŕlo'al
Normalised Ratio). Plibolnikih, ki se neprenéhoma
zdravijo Ż vańarinom' je treba lNR skrbno spremljati
méd zdravljenjem Żzdravilom ElvlEND in 2 ledna po
vsakem 3"dnevnem ciklusu zdravljenja z EMEND_
om.
l\,,|ed jemanjem EMEND-a se lahko zmanjŠa
učinkovitost oralnih kontÍaceptivov. Med
Żdravljenjem z ÉMEND-om in dva meseca po
zadnjem odmerku EMEND-a je treba uporabljati
alte rn alivna al i dodatna kontracepcijska sredstva
sočasnemu jemanju E[/END-a in zdravil, ki močno
inducirajo aktivnost oYP3A4 (npĹ riíampicin'
fénitoin, karbamaŻepin, fenobarbital), se jé lreba
izogibati' keí kombinacija povzÍoči Zmanjšanje
plazemskih koncenhacij aprepitanĺa. sočasna
uporaba EMEND-a in šenljanžévke ni priporočljiva'
Potrebnaje providnost pri sočasni uporabi ElvlEND-
a in zdravil, ki zavirajo aktivnosl CYP3A4 (npr'
ÍĺtonaviĹ ketokonazol, klarilromicin' telilromicĺn)'
ker kombinacija povzroči zviśanje plazomskih
koncenkacij aprepitanta.
Bolniki z redkimi dednimi motnjami fíuktozno
intoleranco' malabsorpcijo glukoŻe in galaktozé ali
insuĺlcienco saharaze_iŻomallaze ne smejo jemali
tégazdravila.
Medsebojno delovanjo z dŕugimi zdravlli in
drugo obllke inlsrakclJ:
ApÍepitant je subslrat' zmerni Żaviralec in induktor
CYP3A4. Aprepitantje tudi induktor CYP2C9.
Kot zmerni zaviralec CYP3A4 lahko aprepilant
zViša plazémske koncéntlacije sočasno
uporabljénih zdravil' ki sé presnavljajo s oYP3A4.
AUc peroÍalno vzetih subshalov oYP3A4 se lahko
poveća do plibliżno 3_kíal' Píi sočasnemjemanju s
subslrati cYP3A4 svélujemo pÍevidnost'
EMEND-a se no sme uporabljati skupai s
pimozidom, terf€nadinom' z astemĺzolom ali s
cisapridom. ApÍépitant zävira oYP3A4, zaradi
česaĺ bi sé lahko zvišale plazemske koncentracije
leh zdravil, kar bi lahko povzročilo resne ali življenje
ogrožajoče reakcije.
Kot zmeren induktor CYP2Cg in blag induktor
oYP3A4 in glukuronidacije' lahko aprepitant zniŽa
plazemske koncenhacĺe substÍatof ki se izločajo
po teh poteh. Ta učinek se lahko pokaŽe Šele po
koncu zdravljenja z EIVlEND-om. lndukcija
substralov CYP2C9 in CYP3A4 je prehodna,
maksimalen učinek pa je doseŽen V 3-5 dneh po
koncu 3 dnevnega zdravljenja zzdravilom EMEND.
V tem obdobiu svetuiemo previdnost pri dajanju
peroÍalnih Żdravil, ki se presnavÜajo s cYP3A4'
Pokazano je bilo, da aprepitant inducira
prosnavljanje S0 varfarina in tolbutamida, ki se
pÍesnavljata s cYP2cg' sočasno dajanje EN4END_
a in teh ali drugih zdravil, ki se presnavljaio s
cYP2cg' dgnimo fénĺloina' lahko znĺža plazomske
konc6ntracijé leh zdravĺl' zato svetujemo
previdnost.
EI4END nima medsébojnega vpliva z digoksinom' zalo
Verjelno ne intereagiÍa s P-glikoproteinskĺm prcnašal@m'
Kotlikosleraidi:
Doksamelazonj Píi sočasnem jemanju Ż Elt4END{m je tíeba
obiąni percÍalni odmeÍek zmanjšali za píibližno 50 '/o'
MeÍilpre.lni4lon: Pń soćasil upoĺabi z El'łEND{m j9 lreba
običájni jntíavenski odmelek melilprednizolona zmanjšati za
pńbliżno 25 %' običájni peroíalni odmeÍek metilprednizolona
pazaprjbliźno50%.
&ru|o€p944( V kliničnih raziskavah so EMEND Uporabljali
sklpaj z naslednjimi kemotelapevliki' kj se pĺedvsem ali delno
presnavljajo s oYP3A4: etopoŻid' vinorelbin, docelaksel in
paklitaksel' odmelkov leh Żdńvil niso pńlagajali glede na
morebitno medsebojno deloVanje ŻdraVil' svelujemo
pIevidnosl| pri boĺnikih, ki dobivajo taka zdÉvila' jo lahko
pohében dodalen nadzot'
Midazolan: PÍi sočasni upoÍabi z EMEND-om je heba
upošleva|i możne učinke zvišanĺh plazemskih koncenlracij
midazolama in drugih benzodiaŻepinov' ki so pÍesnavljajo
predvsem s cYP3A4 (alpÍazolam' {ńazolam)'
E[,|END poveča AUc midazoláma' ki je občul|jiv substral za
CYP3A4.
yarŕarhi Píi bolnikih' ki se dolgolĺajno zdravijo zvaríarinom' jé
keba prolrombinski čas (lNR) skrbno nadzorovali ńed
zdíavljenjem z zdÉvibm EMEND in 2 ledna po vsakem 3_
dnevnem cĺklusu ŻdÉVljenja z EMEND{m'
Iolrulam]''łÉMEND je pil jemanju poshemi 125mg pilidanler
80 mg/dan dfugi in trelji dan zmanjšalAUc tolbutamĺda (ki je
substĺat za cYP2cg)' ki so ga bolniki prej€mali v enkralnom
odmeÍiu 500 mg peÍ os pľed začelkom 3-dnevne sheme
odmeüánja EMEND-a teŕ4'' 8. in 15. dan, in siceíza 23 % 4'
dan' za28% 8.daninŻa 15% 15.dan'
Orclni konkaceplivi: Med jemanjem EMEND-a 6e lahko
Żmanjša Učinkovĺlosl oralnih konlÍa@ptivou Med zdÍavljenjem
Ž EilłEND-om in dva mese€ po zadnjem odmerku EMEND'a
je treba upoÍabljati allemalivne ali dodatng konlra@pcijske
melode.
Antagonisli íH\: V kliničnih íaziskavah medsebojnega
delovania aprep]lant ni imel klinično pomembnih učinkov na
farmakokineliko ondansekona in glaniselrona.
V!livi druo]h zdravil na Íaímakokineliko aoÍeDilanla
Potrcbnaje previdnostpÍi sočasni uporabi EMENo-a in zdÍavil,
ki ŻaviÍajo aklivnost oYP3A4 (npĹ ritonavil' kolokonaŻol,
kláíillomicin' telitrcmicin)' ker se zaÉdi kombinacije łišajo
plazemske koncenlíacije aprepitanta'
sočasnomu dajanju El\4END-a in zdnvil' ki močno inducirujo
aklivnosl cYP3A4 (npÍ' Íilampicin' íeniloin' kaÍbamazepln'
fenobarbital)' se je reba |Żogibati, saj so pń kombinilanju
zmanjśajo plazemske koĺcenkacije aprepilanla, zaŕadi česaí
se lahko Żmanjša Učinkovilosl El\łEND-a' sočasno Upoĺabo
EMEND-a in Šenljanževke odsvetujemo'
KelołonaŻolrPńenk.atnem odmerku 125 mg EMEND_a5' dan
1o.dnevnega zdÍavljenja s kelokonaolom (ki je močán
4viralec CYP3A4) 400 mg na dán' se je AUc aprepilanla
povečal za pÍibliżno 5_kÍal' povprcčnileíminalni Íazpolovni čas
apĺopilanta pa se je povečal pńbliżnoŻa 3-kral'
Rlŕamricln] Píi enkÍa{nem odmerku 375 mg EMÉND-a 9' dan
14.dnevnega zdravljenja z íifampicinom (kije močan ĺndukloÍ
cYP3A4) 600 mg na dan' seiéAUc aprepilanla zmanjšal za 91
o/o' povpíećni lerm;nalni Íazpo'ovni časapÍep'lanta pa soje za
68%zmanjšal'
Nożoloniučinki:
VaÍnost apr€pilanla so oconjgvali pÍi pilbliŽno 3800
pÍeiskovancih'
o kliničnih neżelenih učinkih' ki so jih .aŻiskovalci opredelili kot
dogodko' povezaneŻzdEvilom, so porcčáli pĺi pĺibližno 17 %
bolnikov' zdÍavljen]h z aplepitantom' tel pń 13 % bolnikov
zdĺavljenih z obiąno lerapijo (pil bolnikih' ki so zaŕadi Íaka
zÍlaýio z ze|o emetogeno kemoleÉpijo). Zaradi neželenih
učinkov so zdÍavljenjg prekinili pń 0'6 % bolnikov zd.avljenih z
apropilanlom' lel pÍi 0'4 % bolnikov' zdíavljenih s standaÍdno
lerapijo' V kl]nični raziskävi bolnikov' ki so dobivali zmerno
emetogeno kemotoÍapijo, so o kliničnih nożelenih učinkih
poÍočali pÍi pdbližno 21 % bolnikof, zdravljenih zapÍepitantom'
ter pń pdbliŽno 20 % boĺnikih' zdravljenih s slandadno 16Íapjjo'
Zdmvljenje z apÍepilanlom so zaÍadi neželenih Učinkov prekinili
pri 1,1 % bolnikol zdíavljsnih z aprepilantom' ler pri 0'5 %
bolnikov zdÍavljenih s standa.dno leÍapijo.
Najpogoslejši neżeleni učinki' o kateńh so pĺi zdravljenju z
apÍepilantom pli bolnikih' ki so dobivali zelo omelogeno
kemoterap]jo, poÍočali pogosteje kotpil objčajni leÍapiji' so bili|
kolcanje (4,6 %), oslabelosl/ulrujenosl (2,9 %)' äišanje alanin-
aminohansÍeíaze (ALĐ (2,8 %), zapńjo (2,2 %)' glavobol (2'2
%) ter anoíeksija (2'0 %)' Najpogostojši nożeleni učinek' o
kateÍem so pli bolnikih, ki so dobivali zmerno emetogeno
kemoleÉpijo' poÍočali pogostejo kol pri bolnikih, ki so bjli
zdłavĺenĺ s standaÍdno leĺapijo, je bila Ulrujenosl (2,5 %).
Pń bolnikih' zdravljenih z aplepitantom, so opazili naslednje
neżelene Uđnke, ki so so pojavljali pogosleje kot pÍi običájnł
teíapĺi:
Pogoste (r/1a0, <1/10): aŃíeksiia' glavobol, omoti@'
kolcanje' zapllje' dÍiska' dispopsija, eÍuklacija'
oslabélosuulÍujenost, zvišanje ALl zvišanle asparlat'
aminotíansĺe.aze (AsT)'
obćasno(>l /1'000, <1 n00): kandidÍaza' okuŽbe s staĺilokoki,
anemija, febÍilna nevlíopenĺa' pńdobivanje telesne teže'
polidipsija' dezońentacija, eűorija, anksioznosl, nonormalne
sanje, motnje mišljenja, konjunktivitis' linitus' b.adikadĺa'
navali VÍočine, Íaíingilis' kihanje, kaŠelj, zatekanje izcedka iz
nosu v žrclo, dlaźe?ie żle|a, navzoja'' bruhanjé*' íďuks
kisliné' molnje okusa' neugodjs v epigastilju' zapdje,
gaslloezofagalna leíluksna bolezen' prcddje aaziede
dvanajstnika' bolečine v líebuhu, suha !sla' enterokolitis,
vetĺovi' slońatilis' izpuščaji, akne, Íotosenzilivnost'
plekomernopolenje' mastna koža, sńenje, lezĺo kože' mišičnĺ
kíči' bolečine v mišicah' poliuńja, dizuńia' polakisuÍija' bolečine
v trebuhu' otekanj6' zardevanje' nelagodj6 v pÍsnem koŠu'
letarqija' Žeja' äišanje alkalne fosfalee, hiperglikemĺa'
mikĺohemat!rĺa, hĺponatíem]ja, zniżanje lelesne leże'
'Navzeja in bruhanjesla bila paramekaUčinkovilosli pryih 5dni
po kemoterapiji; o njih so koto neźelenih učinkih poročali šele
polemčasu'
Píoĺil neŽelenjh učinkov je bil v podaljšku mziskave zVeč ciklusi
zdÍavljenja (do 5 dodatnih ciklusov kemoleĺapije) na sploŠno
podobén listemu po pNem ciklusu. PÍj enem bolniku' ki je
dobival aprcpilanl ob kgmolerapiji zaradi raka' so poĺočali o
slevens_Johnsonovem sindromu kot o resnem neżel9n6ń
učinku' P.i onem bolniku, kijo p.ejemalapÉpilant, VondaÍnev
Éziskavi clNV (clsplaĺin'lnduÉd Nausea and Vomiüng)' so
poíofuli o angioedemu in koprivnici kot o tesnem neželenem
učinku'
Ap.epilanta ni mogoče odstÍaniti s hemodiaIizo'
Vrsta ovojnlno ln vsobino: Na Voljo so različna pakiranja, ki
vsebujejo ráll'ćne jakosti zdÍavila' AlUmin:jasl pÍelisni omol' ki
vsebuie eno 125 mg kapsulo in dve 80 mg kapsuli. Na tígu ni
vseh navedonih pakirani.
lmolnik dovouenja za pĺonetl
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Vabljeni predavatelji so dolžni pľipraviti pregled pľedavane snovi, ki ga bomo izdali v
zboľniku onkološkega vikenda. Rokopise (original in 2 koplji) je potrebno poslati ga.
Nives Tuľk, onkološki inštitut Ljubljana, Zaloška 2, 1000 Ljubljana' Poleg tiskane
verzije je potrebno poslati tudi verzijo na 3.5" L44 Mb disketi z oznako progľama v
kateľem je tekst napisan (najraje Word za Windowse)' ali po elektľonski pošti
(ntuľk@onko-i.si). oľganizacijski odboľ si pľidľžuje pravico, da kadarje to potľebno
avtoľjem predlaga vsebinske, slovnične in stilistične spremembe.
. Sestavek naj bo napisan z dvojnim razmakom, dolg največ 5 (A4) tipkanih stľani
(vključujoč literatuľo).
. sestavek naj bo napisan kot pľegledni članek, ter razdeljen z informativnimi pod-
naslovi.
. Vsak Sestavek mora vsebovati Povzetek (do 250 besed' na posebni stľani) in na
koncu Zaključek.
. Naslov prispevka naj bo čim kĺajši in čim bolj infoľmativen.
. Polno ime(na) avtorja(ev) naj bo pod naslovom skupaj z naslovom inštitucije, kjer
je avtor zaposlen:
Janez Jankol, Lojze Rome2
r onkološki inštitut, oddelek zcl tumorsko
biologijo, Zaloška 2' 1 ]05 Ljubljana'
2 Pediatrična klinika' oddelek za interno
medicino, Vraz,ov trg 4, 1000 Ljubljana
Vse kľaticeje potľebno obrazložiti, ko se prvič pojavijo v tekstu.
Ilustľacije in tabele morajo biti jasno označene s pľipadajočimi naslovi (pľi tabelah
naslovi in pľi ilustľacijah podnaslovi).
Citirane liteľature ni potrebno navajati v tekstu ampak kot Viri in liteľatura na
koncu sestavka.
Navedena literatura v poglavju Yiri in liteľatuľa naj bo citirana po vankuveľskemu
načinu:
članki
Novaković S, Maĺolt Ę Seľša G' The use of MCA and CE'A in prostatic canceľ
íollow-up. Radiol lugosl 1990; 24: 4Í7 -21.
poglavje v knjigi
Squire J, Philips RA. Gęnetic basis of canceľ. In: Tannock IĘ Hill RĘ eds. The
basic science of oncology' New Yoľk: Mc Graw-Hill, 1992:4I-60.
knjiga
Rubin Ę ed. Clinical oncology: A multidisciplinary approach foľ physicians
and students, 7th ed. Philadelphia: WB. Saunders, 1993:'791.
. Naslove ľevij krajšamo tako, kot določa Index Medicus.
Navajamo imena vseh avtoľjev tazen č,e jih več kot 6, kjeľ navajamo samo imena
prvih treh in zaključujemo z "et a1.''. če je citirani pľispevek v slovenščini
zaključujemo z "in ostali".
objavljenĺ povzetkĺ
Vsi aktivni udeleženci strokovnega srečanja naj pripravijo Povzętkę svojih prispevkov.
Povzetki naj bodo dolgi do 300 besed in naj vključujejo:
. naslov pľispevka (čim krajši in čim bolj infoľmativen),
. polno ime(na) avtorja(ev) pod naslovom skupaj z naslovom inštitucije, kjer je avtoľ
zaposlen (pľimer prikazan zgoĺaj),




J.Żgajnar,S. NovakoviĆ, N. Bešić, S. Frković-Grazio,B. Šeruga, B. Zakotnik
lzdali:
Kancerološko zdruŽenje Slovenskega zdravniškega društva,
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